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Mit dem Zuwachs an Erkenntnissen und wissenschaftlichen Entwicklungen im Bereich
der Medizin haben die
”
Regenerative Medizin“ und das
”
Tissue Engineering“ bei der Hei-
lung von Gewebsdefekten zunehmend an Bedeutung gewonnen. Durch in vitro gezu¨chte-
te Gewebe oder Anregung ko¨rpereigener Regenerations- und Reparaturprozesse ko¨nnen
kranke Zellen, Gewebe oder Organe bei der Heilung unterstu¨tzt oder deren Funktion
ganz u¨bernommen werden. Eine wichtige Rolle bei der gezielten Unterstu¨tzung der Ge-
weberegenerierung spielen auch synthetische oder ko¨rperfremde Materialien, welche als
Biomaterialien bezeichnet werden [1].
Biomaterialien werden beispielsweise zur Herstellung von Implantaten zum Knochen-
und Zahnersatz, Implantate des kardiovaskula¨ren Sytems (Arterienersatz, Stents1, Herz-
klappen) oder auch von verschiedenen Katheder verwendet. Dabei muss bei der Ent-
wicklung derartiger Biomaterialien auf die Abstoßungsreaktion des Ko¨rpers Ru¨cksicht
genommen werden. Diese Abwehrreaktion des lebenden Organismus bewirkt, dass die
Implantate durch ein avaskula¨res Bindegewebe umhu¨llt und vom restlichen Ko¨rper abge-
grenzt werden. Die angedachte Funktion des Ersatzgewebes kann unter Umsta¨nden nicht
mehr ausgefu¨hrt werden. Neben der Abstoßungsreaktion des Ko¨rpers haben aber auch
toxische Abbauprodukte sowie Konkurenzbesiedlung zwischen verschiedenen Zelltypen
einen Einfluss auf die erfolgreiche Integration und Funktionsausu¨bung des Implantats.
Obwohl in letzter Zeit die wissenschaftlichen Entwicklungen rasant fortgeschritten sind
und Biomaterialien in der Medizin eingesetzt werden (Knochenimplantate, die die Be-
siedlung von Osteoblasten und die Bildung neues Knochenmaterials induzieren [2, 3]),
ist immer noch viel Raum fu¨r Entwicklungen geblieben [1].
Um die Integrierbarkeit von Biomaterialien in den lebenden Organismus zu gewa¨hrleis-
ten und zu verbessern, ist es von grundlegender Bedeutung, die Wechselwirkungen zwi-
schen synthetischem Material, adsorbierten Proteinen und adha¨rierenden Zellen zu ver-
1medizinisches Implantat, das in bestimmte Organe eingebracht wird, um ihre Wand ringsum ab-
zustu¨tzen
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stehen und die Biomaterialien den Anforderungen des geplanten Einsatzes anzupassen.
Neben einer problemlosen Integration der Biomaterialien in den Empfa¨ngerorganis-
mus ist die Versorgung der Zellen, die die Implantate besiedeln und der Gewebe, die um
die Implantate entstehen, durch die Ausbildung von Blutgefa¨ßen von entscheidender
Bedeutung. Ziel aktueller Arbeiten auf dem Gebiet der Biomaterialforschung ist es
unter anderem Implantatmaterialien so zu gestalten, dass die Bildung von Blutgefa¨ßen
durch Endothelzellen wirksam unterstu¨tzt wird.
Aufgabenstellung dieser Arbeit war es, durch chemisch und topographisch definierte
Zellkulturtra¨ger die Ausbildung von Blutgefa¨ß-Kapillaren durch Endothelzellen in vitro
zu beeinflussen. Durch eine kombinatorische Variation der Dichte und Art der Sub-
strata˜nbindung von Adha¨sionsliganden sollte das daraus resultierende Differenzierungs-
verhalten in kapillara¨hnliche Strukturen untersucht werden.
Fu¨r die Modellierung verschiedener Anbindungsarten und -sta¨rken unter sonst a¨hnli-
chen Bedingungen wurden planare und mikrostrukturierte Zellkultursubstrate mit unter-
schiedlichen Maleinsa¨ureanhydrid-Copolymeren beschichtet. Die anschließende Biofunk-
tionalisierung durch Beschichtung mit dem fu¨r die Endothelzellen wichtigen Adha¨sions-
protein Fibronektin in verschiedenen Oberfla¨chenkonzentrationen bewirkt eine quantita-
tive Variation der Adha¨sionsliganden fu¨r die Zellen. Anhand dieser Zellkultursubstrate
sollten die Wechselwirkungen der Endothelzellen mit den Substraten und den veranker-
ten Proteinen aufgekla¨rt werden. Dafu¨r wurden die entstehende extrazellula¨re Matrix,
die involvierten Zellmembranrezeptoren und die daraus resultierende morphologische
Eigenschaften der Endothelzellen analysiert.
2 Grundlagen
2.1 Biomaterialien
Im vorliegenden Kapitel soll ein allgemeiner U¨berblick u¨ber Biomaterialien gegeben wer-
den: welche Arten von Biomaterialien existieren, wie kann man diese modifizieren und
welche Einflu¨sse haben die Gestaltung und der chemische Aufbau auf den Einsatz im le-
benden Organismus. Im Anschluss daran werden die Eigenschaften und Charakteristika
der hier verwendeten Maleinsa¨ureanhydrid-Copolymere beschrieben.
2.1.1 Biomaterialien, Proteinadsorption und Zellverhalten
Synthetische, nicht lebensfa¨hige Materialien werden als Biomaterialien bezeichnet, die
in Wechselwirkung mit biologischen Systemen stehen und in der Medizin eingesetzt wer-
den [1]. Dabei umfasst der Begriff Biomaterialien eine Reihe verschiedener Arten von
Materialien und Methoden der Oberfla¨chenmodifikation zur Biokompatibilita¨t. Die Wis-
senschaft konzentriert sich hierbei immer mehr auf Entwicklung und Einsatz bioaktiver
Biomaterialien, welche einen gezielten Einfluss auf die Entwicklung von neuem Gewebe
nehmen und auf die zellula¨re Umgebung reagieren ko¨nnen. Durch Einbindung zelladha¨si-
ver Proteine oder Peptidsequenzen (z. B. RGD1), von Wachstumsfaktoren oder von DNA
ko¨nnen diese Biomaterialien funktionalisiert werden [4]. Aber nicht nur die Einbindung
bioaktiver Bestandteile beeinflusst den Erfolg des regenerativen Gewebeersatzes. Auch
die physikalischen und chemischen Eigenschaften der eingesetzten Materialien haben
einen Einfluss auf den Therapieerfolg. Ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von
Biomaterialien ist die Wechselwirkung von adsorbierten Proteinen mit der Materialober-
fla¨che. So ha¨ngt das Zellverhalten unter anderem von der Komposition der adsorbierten
Proteine (adsorbierte extrazellula¨re Matrix) sowie vom Zustand der Proteine bei der Ad-
sorption (nativ oder denaturiert) ab. Nachfolgend sollen wichtige Einflussfaktoren der
Oberfla¨che auf die Proteinadsorption erla¨utert werden.
1Aminosa¨uresequenz aus den drei Aminosa¨uren Arginin, Glycin und Asparaginsa¨ure
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Proteinadsorption an Polymeroberfla¨chen
Proteine bestehen aus hydrophilen (polaren) und hydrophoben (unpolaren) Gruppen,
haben eine hohe Oberfla¨chenaktivita¨t und zeigen in wa¨ssrigen Lo¨sungen eine hohe Af-
finita¨t sich an Materialgrenzfla¨chen anzulagern. Die Proteinadsorption kann zu einem
unter der Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen reaktiven Gruppen der Mate-
rialoberfla¨che und freien Aminogruppen der Proteine geschehen. Adsorbieren Proteine
u¨ber van der Waals Kra¨fte, hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen sowie
mittels Waaserstoffbru¨ckenbindungen bilden sie keine kovalenten Bindungen zum Sub-
strat aus und man spricht von Physisorption.
Die Proteinadsorption unterteilt sich in folgende verschiedene zeitabha¨ngige Prozesse:
• Transport zur Oberfla¨che durch Diffusion und Konvektion
• Anhaftung an die Oberfla¨che
• Konformationsa¨nderung durch Spreiten
Vor allem die beiden letzten Teilprozesse werden durch die Oberfla¨cheneigenschaften
der Biomaterialien beeinflusst. Neben Hydrophobie, elektrostatischer Ladung und Dich-
te von reaktiven Gruppen an der Materialoberfla¨che sind die Eigenschaften der Prote-
ine, wie z. B. die Anzahl und Verteilung von hydrophoben/hydrophilen und geladenen
Gruppen sowie die Stabilita¨t der Tertia¨r- und Quarta¨rstruktur von entscheidendem In-
teresse fu¨r die Proteinadsorption. Die Kra¨fte, die bei der Adsorption der Proteine an die
Grenzfla¨chen auftreten, werden durch elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkung
hervorgerufen. Aber auch van der Waals-Kra¨fte und entropische Effekte ermo¨glichen die
Proteinadsorption. Dabei treten diese verschiedenen Effekte, bedingt durch den hete-
rogenen Aufbau der Proteine, gleichzeitig auf [5]. Welche der auftretenden Kra¨fte bei
der Sta¨rke und Stabilita¨t der Proteinadsorption ausschlaggebend sind, ha¨ngt von den
Eigenschaften der Materialgrenzfla¨che und den daran adsorbierenden Proteinen ab.
Bei der Adsorption an hydrophoben Oberfla¨chen a¨ndern die Proteine ihre Konfor-
mation so, dass die hydrophoben Gruppen der Proteine in direkten Kontakt mit der
Materialoberfla¨che stehen. Unter Umsta¨nden kann es dazu kommen, dass die Proteine
bei dieser Anlagerung denaturieren oder einer so starken Konformationsa¨nderung un-
terliegen, dass sie nicht mehr biologisch aktiv sein ko¨nnen. Dieser hydrophobe Effekt
bewirkt außerdem, dass die adsorbierten Proteine stark an der Oberfla¨che gebunden
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sind und nur schwer von der Oberfla¨che verdra¨ngt werden ko¨nnen. Auch ist die Men-
ge an adsorbierten Proteinen ho¨her, als auf hydrophilen Oberfla¨chen [6–9]. Neben dem
hydrophoben Effekt bei der Proteinanlagerung an Grenzfla¨chen haben auch elektrosta-
tische Wechselwirkungen einen Einfluss auf die Menge und Sta¨rke der Proteinbindung.
Arai et. al [6, 7] zeigten in Studien, dass an hydrophoben Oberfla¨chen Proteine mit un-
terschiedlichen Ladungen (unterschiedliche isoelektrische Punkte) in unterschiedlichen
Mengen binden. So konnte an einer negativ geladenen, hydrophoben Polystyrenober-
fla¨che das positiv geladenen Lysozym in gro¨ßerer Menge adsorbieren, als beispielsweise
das neutrale Myoglobin. Die Autoren konnten bei Verdra¨ngungsversuchen feststellen,
dass die einmal adsorbierte Proteinmenge an der hydrophoben Polystyrenoberfla¨che fest
verankert ist und sich nicht verdra¨ngen la¨sst.
Dagegen u¨berwiegen bei Anlagerung von Proteinen an hydrophile Oberfla¨chen neben
Wasserstoffbru¨ckenbindungen elektrostatische Wechselwirkung. Die Sta¨rke und Art (Ab-
stoßung/Anziehung) der Wechselwirkungen sind vom isoelektrischen Punkt der Proteine,
der elektrostatischen Ladung der Materialgrenzfla¨che sowie vom pH-Wert der eingesetz-
ten Proteinlo¨sung abha¨ngig. Arai et al. [6, 7] fanden, dass an einer hydrophilen, positiv
geladenen Oberfla¨che (Ha¨matit) das positiv geladene Lysozym nicht adsorbieren konn-
te, wogegen das negativ geladenen α-Lactalbumin adsorbierte. Im Gegensatz zu den
hydrophoben Oberfla¨chen ko¨nnen die Proteine auf den hydrophilen Oberfla¨chen leichter
verdra¨ngt werden.
Aber auch die Stabilita¨t der Proteinstruktur ist bei der Adsorption von entscheiden-
dem Interesse. So u¨berwiegen die elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Anlage-
rung von Proteinen mit einer sehr stabilen Struktur. Proteine mit einer geringen Sta-
bilita¨t in der Proteinstruktur ko¨nnen dagegen durch A¨nderung ihrer Konformation auf
die Oberfla¨cheneigenschaften eingehen und somit auch eine Adsorption auf Oberfla¨chen
ermo¨glichen, die unter unvera¨nderter Struktur nicht mo¨glich wa¨re [6].
Wechselwirkung zwischen Proteinen, Materialoberfla¨che und Zellen
Die Art der Proteinanlagerung an die Materialoberfla¨che hat einen wesentlichen Einfluss
auf den Aufbau der extrazellula¨ren Matrix und das Verhalten der Zellen.
Bevor Zellen sich an ku¨nstlichen Materialien anheften ko¨nnen, beno¨tigen sie die
adha¨siven Proteine oder Polysaccharide der extrazellula¨ren Matrix. Die extrazellula¨re
Matrix (ECM), welche ein komplexes System verschiedener Proteine, Proteoglykane und
Glykosaminoglykane im interzellula¨ren Raum ist, spielt eine wichtige Rolle in der Ge-
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webearchitektur. Sie vermittelt die Anheftung (Adha¨sion) der Zellen, bindet, speichert
und schu¨tzt Wachstumsfaktoren vor enzymatischen Abbau und stellt den strukturellen
Halt der Gewebe dar [10].
Fu¨r die gezielte Modifizierung der Materialoberfla¨chen mit adha¨sionsfo¨rdernden Mo-
leku¨len, ko¨nnen diese unspezifisch bei Einbringen der Materialien in Na¨hrmedium an
der Oberfla¨che adsorbieren oder u¨ber gezielte Modifizierung der Materialoberfla¨che auf-
gebracht werden [4, 11]. Bei der unspezifischen sowie der spezifischen Adsorption der
Proteine spielen die bereits erwa¨hnten Wechselwirkungen zwischen Materialoberfla¨che
und Proteinen eine Rolle. Zellen ko¨nnen bei unspezifischer Proteinadsorption auf hy-
drophilen Oberfla¨chen besser anhaften und proliferieren, da antiadha¨sive Proteine mit
nur geringem Energieaufwand gegen Matrixproteine ausgetauscht werden ko¨nnen. Auf
hydrophoben Materialien sind die Bindungskra¨fte zwischen Protein und Oberfla¨che wie
oben beschrieben, gro¨ßer, somit ko¨nnen adsorbierte, antiadha¨sive Proteine nur schwer
gegen Matrixproteine ausgetauscht werden. Das behindert die Zellen bei der Adha¨si-
on [12, 13].
Aber auch bei der gezielten Modifizierung mit adha¨siven Proteinen spielen die Mate-
rialeigenschaften eine Rolle. Proteine ko¨nnen auf stark hydrophoben Oberfla¨chen durch
die hydrophoben Wechselwirkungen so stark ihre Konformation a¨ndern, dass Zellmembr-
anrezeptoren (z. B. Integrine) nicht mehr binden ko¨nnen. Es erfolgt keine Zelladha¨sion.
Die Modifizierung von Biomaterialien mit adha¨siven Peptidsequenzen (RGD) kann
im Vergleich zur Modifizierung mit dem gesamten Protein eine geringere Zelladha¨sion
zeigen. Adha¨sionsrezeptoren beno¨tigen teilweise mehr als eine Bindungssequenz fu¨r eine
stabilere Anheftung. So fanden Garcia et al. [14] in ihren Studien heraus, dass das
Integrin α5β1 neben der RGD-Sequenz des Fibronektins fu¨r eine mechanisch stabilere
Anbindung zusa¨tzlich die Peptidsequenzen PHSRN des Fibronektins beno¨tigt.
Auch andere Materialeigenschaften wie z. B. Elastizita¨t zeigen einen Einfluss auf das
Zellverhalten. Mesenchymale Stammzellen differenzieren in unterschiedliche Zellarten
auf Biomaterialien mit verschiedenen Elastizita¨ten. Auf sehr weichen Materialien, wel-
che dem neuronalen Gewebe bezu¨glich der Elastizita¨t a¨hneln, differenzieren die Me-
senchymalen Stammzellen in Richtung neuronale Zellen. Sehr harte, knochena¨hnliche
Materialien veranlassen eine Differenzierung in Osteoblasten2 [15]. Weiterhin wird das
Adha¨sionsverhalten, die Proliferation und Migration3 der Zellen durch die Elastizita¨t
der Biomaterialien beeinflusst. Fibroblasten proliferieren sta¨rker auf ha¨rteren Substra-
2Knochenzellen
3Migration = Wanderung von Zellen
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ten, haben ein geordneteres Aktinskelett und sind mehr ausgebreitet als auf weicheren
Materialien. Dagegen ist die Migrationsrate geringer [16].
Neben Proteinart und physiologischem Zustand bei der Bindung von Einzelproteine
spielt die Zusammensetzung und Struktur der extrazellula¨ren Matrix bei der Adha¨sion,
Ausbildung verschiedener Adha¨sionskontakte und der Zellmorphologie eine Rolle [17].
Ein Beispiel fu¨r den Einfluss der extrazellula¨ren Matrixkomposition und dem Zellverhal-
ten ist die Ausbildung verschiedener Adha¨sionskontakte zwischen Zellen und extrazel-
lula¨rer Matrix bei unterschiedlichem Matrixaufbau. Die damit verbundene Involvierung
verschiedener Integrine bei der Ausbildung der Adha¨sionskontakte wird in Kapitel 2.2.3
na¨her beschrieben.
2.1.2 Maleinsa¨ureanhydrid-Copolymere
Als Modellsubstrate zur Aufkla¨rung der Wechselwirkungen zwischen Endothelzel-
len, Proteinen und Proteinanbindungssta¨rke wurden Maleinsa¨ureanhydrid-Copolymere
(MSA-Copolymere) verwendet. Diese wurden als du¨nne Schicht auf Deckgla¨ser oder
mikrostrukturierte Silikonsubstrate aufgebracht. Die kovalente Anbindung der MSA-
Copolymere an die Siliziumoxidschicht der Deckgla¨ser bzw. an die oxidierten Silikono-
berfla¨chen vermittelte 3-Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilan. Durch die Verwendung der
verschiedenen MSA-Copolymere:
• Poly(octadecen-alt-maleinsa¨ureanhydrid) – PO-MSA
• Poly(propylen-alt-maleinsa¨ureanhydrid) – PP-MSA
• Poly(ethylen-alt-maleinsa¨ureanhydrid) – PE-MSA
konnte die Anbindungssta¨rke der Proteine variiert werden.
Abbildung 2.1 - a zeigt den grundlegenden Aufbau der Substrate. Dabei ko¨nnen die
MSA-Copolymere einmal als Anhydrid (Abbildung 2.1 - a) und zum anderen als Sa¨ure
(Abbildung 2.1 - b) vorliegen. Fu¨r eine kovalente Anbindung reagieren die freien Ami-
nogruppen des Proteins mit dem Anhydridring (Abbildung 2.1 - c). Liegen die MSA-
Copolymere in der Sa¨ureform vor, ko¨nnen die Proteine nur noch physisorptiv u¨ber van
der Waals-Kra¨fte, hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen anbinden.
Durch Verwendung verschiedener Copolymere (Abbildung 2.1 - d) ko¨nnen die Ober-
fla¨cheneigenschaft variiert werden. Die Eigenschaften der MSA-Copolymeroberfla¨chen
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Abbildung 2.1: Aufbau der MSA-Copolymerschichten (a) und Proteinanbindungsarten
(physisorptiv (b) und kovalent (c)); d: verwendete Copolymere
wurden in detaillierten Voruntersuchungen ermittelt und sind in Tabelle 2.1 zusam-
mengefasst. Die Eigenschaften wurden durch Kontaktwinkelmessungen, Ellipsometrie,
Ro¨ntgeninduzierte Photoelektronenspektroskopie und Rasterkraftmikroskopie charakte-
risiert [18, 19]. Der Brechungsindex n der Polymere betra¨gt 1,5 und ist dem des Glases
somit sehr a¨hnlich.
Mit Hilfe des Kontaktwinkels lassen sich Aussagen u¨ber die Hydrophobie (Grenz-
fla¨chenspannung) des Materials treffen. Mit Abnahme der La¨nge der Seitenkette (Abbil-
dung 2.1 - d) nimmt auch die Hydrophobie der MSA-Copolymere ab und somit auch die
Bindungssta¨rke u¨ber hydrophobe Wechselwirkungen. Auf den hydrophileren Oberfla¨chen
(PP-MSA, PE-MSA) binden Proteine physisorptiv hauptsa¨chlich u¨ber elektrostatische
Wechselwirkungen.
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Tabelle 2.1: Eigenschaften der MSA-Copolymerschichten [18, 19]
Schichdicke [nm] Kontaktwinkel [ ◦]
Polymer
Anhydrid-
trocken gequollen Anhydrid hydrolysiertkonz. [cm−2]
pH 7,4 pH 3 ± 5 ◦ ± 5 ◦
PO-MSA 9, 0 · 1013 3,5 ± 5 4 ± 1 5 ± 1 108 100
PP-MSA 2, 3 · 1014 3,0 ± 5 60 ± 7 33 ± 6 52 38
PE-MSA 5, 6 · 1014 4,5 ± 5 130 ± 20 100 ± 20 35 26
Nach 24 h unter wa¨ssrigen Bedingungen sind alle MSA-Copolymere vollsta¨ndig hy-
drolysiert [19]. Bei Verwendung in der Zellkultur kann davon ausgegangen werden, dass
bei kovalenter initialer Proteinanbindung die weitere Anlagerung von Proteinen wa¨hrend
der Kultivierungsdauer (im Weiteren als Sekunda¨radsorption bezeichnet) nur noch phy-
sisorptiv geschieht. Die Materialeigenschaften (Hydrophobie) beeinflussen hierbei wie-
derum die Sta¨rke der Sekunda¨radsorption.
2.2 Endothelzellen
Abbildung 2.2: Aufbau der Blutgefa¨ße a - Querschnitt eines Blutgefa¨ßes, b - na¨here Umge-
bung der Endothelzellen
Endothelzellen sind Zellen, die das Endothelium bilden, welches ein einschichtiges,
niedrigprismatisches Epithel (Plattenepithel) ist. Es kleidet alle Gefa¨ße, einschließlich
Kapillaren und sero¨se Ho¨hlen aus [20]. Am Beispiel der Blutgefa¨ße soll hier die in vivo
Umgebung der Endothelzellen erla¨utert werden (Abbildung 2.2). Der allgemeine Wand-
aufbau eines Blutgefa¨ßes besteht aus drei Schichten. Die innerste Schicht der Blutgefa¨ße
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besteht aus den Endothelzellen. Diese liegen auf einer feinen Membran aus Bindegewe-
be, der Basalmembran oder Elastica interna. Zusammen bilden diese beiden sehr feinen
Strukturen die sogenannte Interna oder Tunica4 interna. Vielfach findet man auch den
Namen Intima. Die mittlere Schicht, kurz Media oder Tunica media, besteht aus glatten
Muskelzellen und elastischen Fasern. Die Dicke dieser Muskelschicht ist von Funktion
und Umgebung der Blutgefa¨ße abha¨ngig. Bei den Arterien ist die Media die am kra¨ftigs-
ten entwickelte Wandschicht. Die a¨ußere Schicht von Blutgefa¨ßen wird von einer Schicht
Bindegewebe gebildet, in dem auch elastische Fasern verlaufen. Die Externe oder Tunica
externa (auch Adventitia) stellt sozusagen eine Verbindung mit der jeweiligen Umgebung
her. In dieser Schicht ko¨nnen bei gro¨ßeren Arterien auch die Arterienwand versorgende
Blutgefa¨ße und Gefa¨ßnerven eingebunden sein (Abbildung 2.2).
Abbildung 2.3 zeigt die na¨here Umgebung einer einzelnen Endothelzelle, welche durch
verschiedene Rezeptoren mit Nachbarzellen (Abbildung 2.3 - c), mit den extrazellula¨ren
Matrixproteinen der Basallamina (Abbildung 2.3 - b) und mit Zytokinen (Abbildung
2.3 - a) bzw. mit Zellen des Blutes in Kontakt steht. Die einzelnen Kontakte und die




Abbildung 2.3: Kontakte der Endothelzellen mit der Umgebung, a - Wechselwirkungen mit
Faktoren/Zellen aus dem Medium(in vitro) oder aus dem Blut (in vivo), b -
Kontakt der Endothelzellen mit der extrazellula¨ren Matrix u¨ber Integrine,
c - Zell-Zell-Kontakte
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2.2.1 Bildung der Blutgefa¨ße
Die Bildung von Blutgefa¨ßen und Kapillaren durch die Endothelzellen wird als Angioge-
nese bezeichnet [21]. Dagegen nennt man die Einsprossung der Blutgefa¨ße und Kapillaren
in ein Gewebe Vaskularisierung [20]. Angiogenese und Vaskularisierung sind vor allem
bei der Embryogenese zu finden. Beim erwachsenen Menschen spielt die Angiogenese
nur noch eine untergeordnete Rolle, und tritt bei Wundheilungsprozessen und in ver-
schiedenen Krankheitsbildern auf. Vor allem bei der Versorgung von Tumorzellen mit
Blutgefa¨ßen und der Verbreitung der Metastasen u¨ber diese spielt die Angiogenese und
Vaskularisierung eine bedeutende Rolle.
Der erste Schritt bei der Angiogenese ist die Aktivierung der Endothelzellen durch
Wachstumsfaktoren (Abbildung 2.4 - 1). Sie binden an spezifische Rezeptoren der Zell-
membran und veranlassen somit die Bildung verschiedener Proteine, die fu¨r die Angioge-
nese notwendig sind. Die aktivierten Endothelzellen produzieren Metalloproteinasen, die
sie in die extrazellula¨re Matrix ausschu¨tten. Sie lo¨sen die Basalmembran und die extra-
zellula¨re Matrix auf (Abbildung 2.4 - 2). Diese Degenerierung der extrazellula¨ren Matrix
fo¨rdert die Endothelzellen bei der Migration. Sie wachsen in das Stroma und bilden neue
Kapillaren (Abbildung 2.4 - 3). Die Ausbildung einer neuen Basalmembran beendet den
Abbildung 2.4: Prozess der Angiogenese, http://www.klagsbrunlab.org/angio0.html; Child-
ren’s Hospital Surgical Research, Boston, MA, USA, 04.05.2007
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Prozess [22]. Die Anlagerung von Perizyten an die entstandenen Blutgefa¨ße/Kapillaren
und die Anbindung von Angiopoietin-1 an seinen spezifischen Rezeptor Tie-2 stabilisiert
die Blutgefa¨ße (Abbildung 2.4 - 4 und 5) [23, 24].
Der Mechanismus der Kapillarbildung in/aus den Endothelzellen basiert auf dem
Prozess der Endozytose. Dabei umschließt die Zellmembran extrazellula¨ren Raum und
schleust ihn als Vesikel ins Zellinnere. Die Fusion der Vesikel mit bereits bestehenden
Lumen oder Vakuolen beendet diesen Prozessschritt der Lumenbildung. Dieser Pro-
zess ist bei den Endothelzellen abha¨ngig von den Rho-GPTasen5 Cdc42 und Rac1, die
wiederum durch die Integrin-Ligand-Bindung aktiviert werden [25]. Cdc42 ist fu¨r die
fru¨here Lumenbildung in Endothelzellen in einem 3D-Gel aus Kollagen Typ I und Fibrin
verantwortlich, dagegen ist das spa¨tere Entwicklungsstadium der Lumen abha¨ngig von
Rac1 [26].
Auch extrazellula¨re Matrixproteine und Zellmembranrezeptoren beeinflussen die An-
giogenese. Die Bedeutung des in dieser Arbeit eingesetzten Matrixprotein Fibronektin
und der Integrine α5β1 und αvβ3 in der Angiogenese wird in den Kapiteln 2.2.2 und 2.2.3
na¨her beschrieben.
2.2.2 Basallamina (Elastica interna)
Wie bereits erwa¨hnt, trennt die Basallamina die Endothelschicht vom darunterliegenden
Gewebe. Sie ist die dem Epithelgewebe zugewandte Schicht der Basalmembran und ist
ein hochverzweigtes Netzwerk, welches unter anderem aus Kollagen IV, Laminin, Fibro-
nektin, Perlecan und Nidogen besteht. Sie ist sehr flexibel, hat eine Dicke von ungefa¨hr
40–120 nm und wird hauptsa¨chlich von den Zellen gebildet, die an sie angrenzen [27].
Fibronektin
Fibronektin, ein Bestandteil der Basallamina, ist ein ca. 440 kDa großes Glycoprotein.
Die beiden identischen Untereinheiten bestehen aus Wiederholungen der drei verschie-
denen Module FN I, FN II sowie FN III und sind am C-terminalen Ende u¨ber Disul-
fidbru¨cken verknu¨pft (Abbildung 2.5). Die β-Faltblattstruktur stellt die Hauptkompo-
nente der Sekunda¨rstruktur da.
5kleine Proteine, die durch die alternierende Bindung der Nukleotide GDP (Guanosindiphosphat) oder
GTP (Guanosintriphosphat) als molekulare Schalter in Signaltransduktionsketten fungieren
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Abbildung 2.5: Aufbau und ausgewa¨hlte Bindungsstellen des Fibronektins, modifiziert
nach [28]
Fibronektin ist als lo¨sliche Form im Blutplasma und als fibrilla¨re Form in der extrazel-
lula¨ren Matrix zu finden. Es ist an einer Reihe biologischer Prozesse beteiligt, wie z. B. an
der Zelladha¨sion, Zellausbreitung, Proliferation, Wundheilung und dem extrazellula¨ren
Matrixaufbau. Es besitzt unter anderem Bindungsstellen fu¨r Heparin, Kollagen, Fibrin
und Integrine (Abbildung 2.5).
Sich in Lo¨sung befindendes Fibronektin zeigt eine kompakte, verkna¨ulte Struktur, bei
der die Zellbindungsstellen versteckt sind. Bei Anlagerung an die Oberfla¨che, Einbau in
die extrazellula¨re Matrix oder durch eine Erho¨hung der Ionenesta¨rke der Proteinlo¨sung
kommt es zur Auffaltung der Fibronektinmoleku¨le. Die Auffaltung des Fibronektins
bei der Adsorption an Materialoberfla¨chen wird maßgeblich von der Hydrophobie der
Materialien bestimmt. So konnte mittels Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer, sowie
mit Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen werden, dass Fi-
bronektin auf hydrophoben Oberfla¨chen weitestgehend seine kompakte und verkna¨ulte
Struktur beha¨lt. Auf hydrophilen Oberfla¨chen faltet sich Fibronektin a¨hnlich wie in der
extrazellula¨ren Matrix auf, die Zellbindungsdoma¨nen werden besser pra¨sentiert [29, 30].
Außerdem wurde nachgewiesen, dass bei der Anlagerung an hydrophobe Oberfla¨chen die
β-Faltblattstruktur verloren geht. Dieses Pha¨nomen tritt hauptsa¨chlich bei hydrophoben
Oberfla¨chen mit einer geringen Fibronektinbeladung auf [29].
Die hier erwa¨hnten Konformationsa¨nderungen bei der Adsorption des Fibronektins
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an Oberfla¨chen hat einen Einfluss auf die Adha¨sion der Zellen an das Fibronektin. Die
Zellen ko¨nnen leichter an physisorbtiv angebundenes Fibronektin auf hydrophilen Ober-
fla¨chen adha¨rieren. Dies kann sich in einer ho¨heren Zelladha¨sion gegenu¨ber hydrophoben
Oberfla¨chen, in Abha¨ngigkeit des Denaturierungsgrades auswirken. Eine hohe Packungs-
dichte oder die gleichzeitige Beladung mit Albumin verhindert den Denaturierungseffekt
auf hydrophoben Oberfla¨chen und die damit zusammenha¨ngende geringere Zelladha¨si-
on [29].
Aber nicht nur die Adha¨sion der Zellen ha¨ngt von der Konformation des an Ober-
fla¨chen angebundenen Fibronektins ab, auch die biologische Aktivita¨t verschiedener
Stoffwechselwege in den Zellen ist von der Konformation abha¨ngig. So zeigte Gar-
cia [31], dass die Differenzierung von Myoblasten in Myotubes von der Konformation
des angebunden Fibronektins abha¨ngig ist und die Bindung des Integrins α5β1 an die
RGD/PHSRN Bindungsstelle voraussetzt.
Fibronektin hat einen essentiellen Einfluss auf die Angiogenese. So starben bei Feh-
len des Genes fu¨r Fibronektin Mausembryonen aufgrund unterentwickelter Blutgefa¨ße
zeitig in ihrer Entwicklung [27]. Außerdem wurde Fibronektin, besonders die Splicevari-
ante mit der Extradoma¨ne B (Abbildung 2.5), in hoher Quantita¨t in tumoro¨sen Gewebe
und bei Neovaskularisierung gefunden [32, 33]. Bei ausgebildeten Blutgefa¨ßen konnte
Fibronektin kaum nachgewiesen werden. Des Weiteren fanden Kim et al. [32], dass die
Ausbildung von Blutgefa¨ßen vom Vorhandensein des Fibronektins abha¨ngt. Ein erho¨htes
Auftreten von Fibronektin konnte bei einer bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) bzw.
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) induzierte Angiogenese in Chorioallantois-
membranen6 beobachtet werden. Dabei spielt die Zellbindungsstelle bei der Angiogenese
eine dominierende Rolle. Wird diese mittels Antiko¨rper blockiert, konnte die bFGF bzw.
VEGF induzierte Angiogenese inhibiert werden.
Weitere Proteine der Basallamina
Kollagen IV, ein Hauptbestandteil der Basallamina, ist ein Heterotrimer (Tripelhelix),
welches aus drei Ketten aufgebaut ist. Die drei Stra¨nge sind durch Wasserstoffbru¨cken-
bindungen miteinander verbunden. Bekannt sind bisher die Ketten α1 bis α6, wobei
[α1]2α2 die am ha¨ufigsten und in allen Basallamina vorkommende Zusammensetzung der
Kollagen IV Moleku¨le ist. Aufgrund sich wiederholender Unterbrechungen in der Helix
weisen Kollagen IV Moleku¨le eine hohe Biegsamkeit und Flexibilita¨t auf und besitzen zu
6a¨ußerste Haut des bebru¨teten Hu¨hnereies
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dem eine globula¨re, nicht kollagenartige Konformation am C-terminalen Ende, so dass es
nicht zur Fibrillen-Zusammenlagerung kommt. Durch verschiedene Verknu¨pfungen und
Zusammenlagerung der Kollagen IV Moleku¨le wird ein hochverzweigtes Netzwerk gebil-
det. Abbildung 2.6 zeigt die Zusammenlagerung der Kollagen IV Moleku¨le zu diesem
Netzwerk. Dabei binden zwei Monomere kovalent u¨ber Disulfidbru¨cken an den NK1-
Stellen (nicht kollagenartig, C-terminale Region, Abbildung 2.6 - 2) unter Ausbildung
von Dimeren. Diese wiederum lagern sich kovalent an den 7S-Doma¨nen (N-terminale
Region) zu Tetrameren (Abbildung 2.6 - 1) zusammen. Das Netzwerk wird dann durch
Assoziation dieser Di- und Tetramere an anderen Stellen der Tripelhelix gebildet (Ab-
bildung 2.6 - 3) [34–38].
Abbildung 2.6: Entstehung der Kollagen IV Netzwerke [38]
Laminin geho¨rt zu der Gruppe der Glycoproteine und stellt eine weitere Haupt-
komponente der Basallamina dar. Dieses extrazellula¨re Matrixprotein besteht aus
einer α-, β- und γ-Kette, die kreuzfo¨rmig miteinander verbunden sind (Abbildung
2.7). Im Moment sind fu¨nf α-, drei β- und zwei γ-Ketten bekannt, von denen 12
verschiedene Untergruppen des Laminins nachweislich gebildet werden. Die Netzwerke
des Laminins werden u¨ber die Außenketten, den sogenannten short arms gebildet [38, 39].
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Abbildung 2.7: Aufbau und Bindungsstellen des Laminins [27]
Diese von Kollagen IV und Laminin gebildeten Netzwerke werden durch Nidogen,
welches Bindungsstellen fu¨r Kollagen IV und Laminin aufweist, verbunden [39–42].
Neben Kollagen IV, Laminin, Fibronektin und Nidogen sind noch Perlecan, Fibulin
und Wachstumsfaktoren in der Basallamina zu finden. Perlecan ist ein ca. 480 kDa
großes Proteoglycan, welches u¨ber Heparanseitenketten an Laminin und Kollagen IV
binden kann.
Vitronektin ist ein Protein, das aus zwei monomeren Glycoproteinen besteht. Es
kommt in der interstitiellen7 Matrix vor, ist also kein Bestandteil der Basallamina. Au-
ßerdem zirkuliert es im Blutplasma mit einer Konzentration von 400µg/ml. In vivo
wurden erho¨hte Vitronektinkonzentrationen bei Wundheilung aber auch in pathologisch
vera¨nderten Blutgefa¨ßen gefunden. In vitro ist Vitronektin als Moleku¨l mit hoher Ober-
fla¨chenaktivita¨t in der Lage andere Proteine an der Oberfla¨che zu verdra¨ngen und zu
adsorbieren. Die Adha¨sion und das Wachstum von Endothelzellen an reine Vitronektin
beschichtete Oberfla¨chen ist im Vergleich zu Kollagen IV, Laminin und Fibronektin sehr
gering [37].
2.2.3 Zell-Matrix-Kontakte (Integrine)
Den Kontakt zu der extrazellula¨ren Matrix, im Falle der Endothelzellen zu der Basalla-
mina, vermitteln hauptsa¨chlich Integrine. Integrine sind transmembrane, heterodimere
Zellmembranrezeptoren, die außer bei der Zelladha¨sion an die extrazellula¨re Matrix auch
bei der Signalweiterleitung und -verarbeitung ins Zellinnere beteiligt sind. Sie bestehen
7interstitiell - im Zwischengewebe liegend
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aus einer α- und einer β-Untereinheit, die u¨ber nicht kovalente Bindungen miteinander
verknu¨pft sind (Abbildung 2.8 - a). Derzeit sind 18 α und 8 β Untereinheiten bekannt,
die 24 verschiedene Integrine bilden (Abbildung 2.8 - b).





(c) Aktivierung der Integrine,
nach [44]
Abbildung 2.8: Integrine
Zellen ko¨nnen eine inaktive und aktive Form der Integrine ausbilden. Im inaktivierten
Zustand sind die Ketten so gefaltet, dass Liganden nicht in der Lage sind anzubinden
(Abbildung 2.8 - c, links). Bei Aktivierung entweder durch Ligandbindung an die extra-
zellula¨re Doma¨ne (z. B. extrazellula¨re Matrixproteine) oder an die Zytoplasmadoma¨ne
(z. B. Talin) der Integrine erfolgt eine Ausrichtung und Separation der Integrinunter-
einheiten (Abbildung 2.8 - c, Mitte). Diese Seperation ermo¨glicht ein inside-out oder
outside-in signaling. Bei Aktivierung durch Ligandbindung an das intrazellula¨re En-
de der Integrine wird eine Ligandbindung an die extrazellula¨re Doma¨ne der Integrine
ermo¨glicht (inside-out signaling). Andererseits ermo¨glicht die Aktivierung der Integrine
durch Bindung von Liganden an die extrazellula¨re Doma¨ne die Bindung von Protei-
nen und Enzymen an die intrazellula¨re Doma¨ne (outside-in-signaling, Abbildung 2.8 - c,
rechts, Pfeile) [44, 45]. Dadurch werden im Zellinneren verschiedene Stoffwechselwege an-
geschoben die antiapoptotisch, migrations-, differenzierungs- und proliferationsfo¨rdernd
sind. So wird in der Literatur beschrieben, dass die Integrine vor allem die Familie der
Rho-GTPAsen aktivieren. Diese Enzyme regulieren hauptsa¨chlich die Umordnung des
Aktinskelettes und sind somit fu¨r die Zellmorphologie und Stabilita¨t der Zelle verant-
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wortlich [46]. Außerdem kann die Bindungsaffinita¨t zu den Liganden durch Anha¨ufung
der Integrine (Clustering) erho¨ht werden. Diese Cluster ko¨nnen entweder durch Bindung
an Liganden mit mehreren Bindungsstellen und durch die Reorganisation des Zytoske-
lettes entstehen [45].
Anhand verschiedener in vitro Studien auf zwei- und dreidimensionalen Substra-
ten wird zwischen fokalen und fibrilla¨ren Adha¨sionen unterschieden. Bei den fokalen
Adha¨sionen (Abbildung 2.3 - b) binden an das Zytoplasmaende unter anderem die Pro-
teine Tensin, α-Aktinin, Paxillin, Fokale Adha¨sionskinase und Vinculin. Diese Proteine
vermitteln den Kontakt zum Aktinskellet. Bei den fokalen Adha¨sionspunkten kommen
die Integrine als Cluster in der Zellmembran vor. Diese Bindungsart wird vorwiegend
durch αvβ3 Integrine vermittelt. Die fibrilla¨ren Kontakte bestehen hauptsa¨chlich aus
dem α5β1 Integrin und den Proteinen α-Aktinin, Tensin und Talin, welche wiederum den
Kontakt zum Aktinskellet herstellen. Bei den fokalen Adha¨sionen hat man im Gegensatz
zu den fibrilla¨ren keine zwingendes Vorhandensein von Fibronektin festgestellt [43, 47].
Durch Fa¨rbungen von Geweben und Versuchen auf zellfreien Gewebeschnitten konnte
diese direkte Trennung zwischen fokalen und fibrilla¨ren Kontaktstellen und den dazu-
geho¨rigen Proteinen nicht nachgewiesen werden. Bei den Adha¨sionsstellen in vivo wurde
die Kolokalisierung von Fibronektin, Paxillin und α5β1 Integrin gefunden. Integrin αvβ3
war nicht nachweisbar. Diese Art der Adha¨sion ist abha¨ngig von der Komposition, der
Dreidimensionalita¨t und dem flexiblen Aufbau der extrazellula¨ren Matrix [47].
Tabelle 2.2 liefert einen U¨berblick von bisher bekannten Integrinen der Endothelzellen
sowie deren Liganden und die Peptidsequenzen der Bindungsstellen.
Nachweislich sind bei den Endothelzellen die Integrine α1β1, α1β2, α1β3, α3β1, α5β1,
α6β1, α6β4, αvβ3, αvβ4 und αvβ5 vorhanden. Nachgewiesen wurde, dass die Integrine
α5β1, αvβ3 und αvβ5 fu¨r die Ausbildung von Blutgefa¨ßen, bei der Angiogenese eine bedeu-
tende Rolle spielen [32, 48–50]. Blockierung des α5β1 Integrins reduzierte die bFGF in-
duzierte Angiogenese in Chorioallantoismembranen [32]. Die αvβ5 Integrine sind bekannt
dafu¨r die VEGF induzierte Angiogenese zu regulieren, wogegen αvβ3 und α5β1 Integrine
entscheidend bei der bFGF induzierten Angiogenese sind. A¨hnlich wie Fibronektin sind
diese, die Angiogenese beeinflussenden Integrine nicht bei entwickelten Blutgefa¨ßen zu
finden.
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Tabelle 2.2: Peptidsequenzen der Bindungstellen ausgewa¨hlter Integrine nach [43]
Integrin Liganden Adha¨sionssequenz
α1β1 Kollagen I GFOGER (Kol I)
α2β1 Kollagen I und IV, Laminin DGEA (Kol I),YYGDALR, IAFQRN(LM),
FYFDLR, (Kol IV), GFOGER (Kol I)
α3β1 Fibronektin, Laminin RGD (FN),
KQNCLSSRASFRGCVRNLRLSR (LM)
α6β1 Laminin NPWHSIYITRFG, TWYKIAFQRNRH,
SIYITRF
α6β4 Laminin nicht bekannt
α5β1 Fibronektin RGDSP, PHSRN, KNEED
αvβ3 Vitronektin, Fibronektin, RGD (VN, FN, vWF, Tsp, Opn, BSP, Tn,
vWB, Thrombospondin,... Fib,Fg), SNS (Kol IV),
αvβ5 Vitronektin RGD
2.2.4 Zell-Zell-Kontakte
Neben den Zell-Matrix-Kontakten spielen die Zell-Zell-Kontakte bei einer norma-
len/nicht pathologischen Entwicklung der Endothelzellen eine wichtige Rolle. Wie Abbil-
dung 2.3 - c zeigt, bestehen die Zell-Zell-Kontakte aus mehreren verschiedenen Verbin-
dungen der Zellmembranen. An der luminalen8 Seite befinden sich die so genannten Tight
Junctions. Sie stellen einen engen Zell-Zell-Kontakt her, der einen Stoffaustausch und
eine Bewegung von Rezeptoren zwischen luminaler und basolateraler9 Seite nur durch
die Zelle zula¨sst. Tight Junctions bestehen hauptsa¨chlich aus den Proteinen Occludin
und denen der Familie der Claudine.
Mechanisch stabile Zell-Zell-Kontakte werden u¨ber die Adherens Junctions und die
Desmosomen vermittelt (Abbildung 2.3 - c). Adherens Junctions bestehen aus trans-
membranen Adha¨sionsproteinen der Familie der Cadherine, die u¨ber intrazellula¨ren Ca-
tenine mit dem Aktinskellet verbunden sind. Desmosomen bestehen aus einem intra-
zellula¨ren Plaque, welcher aus Plakoglobinen und Desmoplakinen besteht und mit den
8dem Blut zugewandten Seite der Endothelzellschicht
9der Basalmembran zugewandten Seite der Endothelzellschicht
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Intermeda¨rfilamenten in Konatkt steht. Die transmembranen Adha¨sionsproteine, die den
Kontakt zwischen den Zellen herstellen, geho¨ren ebenfalls zu der Familie der Cadherine
und sind in diesem Fall Desmoglein und Desmocollin.
Gap Junctions erlauben den Zellen einen passiven Transport von bis zu 1000 Dalton
großen Moleku¨len. Sie bestehen aus Connexinen die sich zu Connexonen zusammenlagern
und so einen Kanal bilden (Abbildung 2.3 - c).
Typische Vertreter der transmembranen Adha¨sionsproteine, die den homologen Zell-
Zell-Kontakt vermitteln sind VE-Cadherin (CD144) und PECAM-1 (Platelet endothe-
lial cell adhesion molecule 1; CD31). VE-Cadherin wird nur von Endothelzellen expri-
miert, bildet die Adherens Junctions und steht somit mit dem Aktinskelett in Kontakt.
Wenn VE-Cadherin, verursacht u.a. durch VEGF, tyrosinphosphoryliert ist, kann es kei-
ne Verbindung mit dem Aktinskelett eingehen. Die Zellen werden mobiler und ko¨nnen
migrieren. Diese Phosphorylierung stellt somit einen wesentlichen Bestandteil in der
Neubildung von Blutgefa¨ßen dar. Ruhige, nicht aktivierte Endothelzellen in ausgebilde-
ten Kapillaren/Blutgefa¨ßen haben stabile Cadherinverbindungen zum Aktinskelett und
sind nicht phosphoryliert. Diese stabilen Bindungen zum Aktinskelett und der Cadherine
untereinander sind fu¨r ein intaktes Kapillar- und Blutgefa¨ßsystem notwendig. Werden
Endothelzellen in Anwesenheit eines Antiko¨rpers fu¨r VE-Cadherin z. B. in Fibrin- oder
Kollagengelen kultiviert, so ko¨nnen sich keine kapillara¨hnlichen Strukturen bilden oder
die entstandenen Netzwerke werden zersto¨rt [51–53].
PECAM-1 ist auf allen Zellen des Gefa¨ßsystemes (Monozyten, Blutpla¨ttchen, T-
Zellen, Endothelzellen) vertreten. Genau wie VE-Cadherin ist PECAM-1 notwendig fu¨r
ein gut entwickeltes Gefa¨ßsystem, da es neben den Wechselwirkungen zu den Pla¨ttchen
und Monozyten auch die Zell-Zell-Kontakte zwischen den Endothelzellen vermittelt. Da-
bei steht PECAM-1 im Kontakt mit β- und γ-Catenin sowie mit den Intermedia¨rfila-
menten. Werden Endothelzellen in Anwesenheit von PECAM-1-Antiko¨rpern kultiviert,
so wird die Wundheilung und Migration der Endothelzellen inhibiert. Bei der Bildung
von kapillara¨hnlichen Strukturen wird zwar die Auspra¨gung der Netzwerke durch diese
Antiko¨rper verhindert aber im Gegensatz zu VE-Cadherin bleiben die als Vorla¨ufer der
Lumen bekannten Vakuolen bestehen [53–58].
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2.2.5 Einfluss der mechanischen Stabilita¨t auf die Zellmorphologie
und -entwicklung
Bei der Adha¨sion von Zellen an Substratoberfla¨chen ist fu¨r eine angemessene Entwick-
lung der Zellen eine mechanische Stabilita¨t notwendig. Als eine Theorie diese Stabilita¨t
zu beschreiben entwickelte D.G. Inber das Tensegrity-Modell. Dieser Begriff kommt ur-
spru¨nglich aus der Architektur und wurde von R. Buckminster eingefu¨hrt. Tensegri-





ty“(Vollsta¨ndigkeit, Integrita¨t). Ein Tensegrity-Tragwerk besteht aus zugbeanspruchten
(elastischen) Elementen, die ein kontinuierliches Subsystem bilden und aus druckbe-
anspruchten (starren) Elementen, die ein diskontinuierliches Subsystem bilden (Abbil-
dung 2.9 - b). Es bedarf zur Stabilisierung einer seiner Belastung angemessene Vor-
spannung. D.G. Ingber u¨bertrug dieses System in die Biologie. Dabei verko¨rpern die
Intermedia¨rfilamente und Aktinfasern die zugbeanspruchten Elemente innerhalb der Zel-
le, wogegen die Mikrotubuli die starren Elemente darstellen. Aber auch die von außen
auf die Zellen einwirkende Kraft spielt bei der mechanischen Stabilisierung, und somit
auf den energetisch gu¨nstigsten Zustand der Zellen, eine maßgebliche Rolle. Das daraus
resultierende Kra¨ftegleichgewicht bestimmt die Morphologie der Zellen (Abbildung 2.9 -
a).
(a) Kra¨fteverteilung im Tensegritymodell (b) Tensegritymodell
Abbildung 2.9: Tensegrity
Im Falle einer fehlenden a¨ußeren Krafteinwirkung weisen die Zellen die energetisch
vorteilhafte Gestalt einer Kugel auf. Bei einer Krafteinwirkung von außen, ha¨ufig durch
Bindung an die extrazellula¨re Matrix oder bei der Herstellung des Zell-Zell-Kontaktes
mu¨ssen die Zellen ihr Zytoskellet so a¨ndern, dass das Kra¨ftegleichgewicht wieder herge-
stellt ist. Dies geht mit einer abgeflachte Morphologie der Zellen einher. Dabei dienen
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die Integrine, welche die Verbindung der extrazellula¨ren Matrix mit dem Zytoskellet
darstellen, als Kraftmediatoren. Bei Zugstimulierung der Zellen mittels transmembra-
ner Rezeptoren, die keinen Kontakt zum Zytoskellet besitzen, zeigen die Zellen nur eine
geringfu¨gig lokale morphologische A¨nderung. Im Gegensatz dazu hat die Stimulierung
u¨ber die Intergine eine Auswirkung auf die morphologische A¨nderung der gesamten Zel-
le [59, 60].
Die A¨nderung des Kra¨ftegleichgwichtes des Zytoskeletts, bei Kraftu¨bertragung u¨ber
Integrine, geht mit einer Stimulierungen des Stoffwechsels der Zelle einher. Dabei werden
die mechanischen Signale in chemische bzw. elektrische Signale umgewandelt. Durch
Einwirkung verschiedener Kra¨fte und der daraus entstehenden Morphologie der Zellen,
ko¨nnen die Zellen zwischen Apoptose, Differenzierung und Proliferation umschalten.
Kugelige Zellen untergehen Apoptose, ausgebreitete Zellen proliferieren und ra¨umlich
begrenzte Zellen ko¨nnen einer Differenzierung unterlaufen [61]. Eine Reihe Proteine, wie
z. B. GTPasen, Fokale Adha¨sionskinasen und Proteinkinasen A, konnten identifiziert
werden, im Zusammenhang der Signalweiterleitung bei mechanischer Stimulierung der
Zellen zu stehen und antiapoptotisch zu wirken.
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3.1 Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 3.1: verwendete Materialien
Reagenz Bezugsquelle
125Iod (Iodobeads) GE Healthcare, Chalfont St. Gi-
les, Großbritannien.
3-Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilan ABCR GmbH & Co. KG
Deutschland
3-Aminopropyl-triethoxysilan Fluka, Deisenhofen, Deutschland
Aceton Acros Organics, Geel, Belgien
Ammoniumhydroxid (29%) Acros Organics, Geel, Belgien




Cell Tracker Green CMFDA Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Dextran, Alexa Fluor 488, MW = 10 000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
DMSO Fluka, Deisenhofen, Deutschland
DTSSP Pierce, Rockford, IL, USA




Ethanol, absolut Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol, verga¨llt Alkoholhandelskontor GmbH,
Berlin, Deutschland
Eukitt O.Kindler GmbH & Co., Frei-
burg, Deutschland
FCS Biochrom, Berlin, Deutschland
FN Eigenisolierung aus Blutplasma
Glutaraldehyd Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Heptan Merck, Darmstadt, Deutschland
High Vacuum Grease Dow Corning, Seneffe, Belgien
Hoechst 33342 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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Reagenz Bezugsquelle
Kollagen Typ I Vitrogen, Cohesion Technologies,
Palo Alto, CA, USA
Kollagenase Biochrom, Berlin, Deutschland
MEK Merck, Darmstadt, Deutschland
Mowiol 4-88 Calbiochem (EMD Chemicals,
Inc.), San Diego, CA, USA
Nusil MED-1511 Polytec, Waldbronn, Deutschland
Paraformaldehyd Fluka, Deisenhofen, Deutschland
PBS Biochrom, Berlin, Deutschland
PE-MSA Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland
PO-MSA Polysciences Inc., Warrington,
PA, USA
PP-MSA Leuna-Werke AG, Deutschland
SDS Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland
Sylgard 148 Dow Corning, Seneffe, Belgien
THF Fluka, Deisenhofen, Deutschland
Toluol Acros Organics, Geel, Belgien
TRIS-Puffer Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland
TritonX-100 Fluka, Deisenhofen, Deutschland
Trypsin-EDTA Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland
Vectashield-DAPI Vector Laborities Inc., Burlinga-
me, CA, USA
Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt, Deutschland
Tabelle 3.2: prima¨re Antiko¨rper
Antiko¨rper Verdu¨nnung Isotyp Produzent Bestellnummer
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Antiko¨rper Verdu¨nnung Isotyp Produzent Bestellnummer
CD51 1:100 rabbit Chemicon, Temecula,
CA, USA
AB1930



















Laminin 1:50 rat Chemicon, Temecula,
CA, USA
MAB1914




Tabelle 3.3: sekunda¨re Antiko¨rper
Antiko¨rper Label Ex/Em [nm] Bestellnummer
Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)∗ Rhodamin
(TRITC)
550/570 711-025-152
Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)∗ Cyanine CY5 650/670 711-175-152
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)∗ Rhodamin
(TRITC)
550/570 715-025-150
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)∗ Cyanine CY5 650/670 715-175-150
Goat Anti-Rat IgG (H+L)∗ Rhodamin
(TRITC)
550/570 112-025-143
Goat anti-mouse IgG (H+L)∗∗ Alexa Fluor 488 495/519 A11001
∗ Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.,West Grove, PA, USA; Verdu¨nnung: 1:50
∗∗ Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; Verdu¨nnung: 1:200
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Tabelle 3.4: benutzte Gera¨te
Gera¨te Bezugsquelle
Brutschrank, Hera Cell 150 Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
Environmental Scanning Electron
Microscopy XL 30 ESEM Philips
FEI Company, Hillsboro, OR, USA
HPLC Agilent 1100 Kapillar LC Agilent Technologies Deutschland,
Bo¨blingen, Deutschland
Kritischpunkttrockner CPD 030 Bal – Tec AG, Balzers, Liechtenstein
Mikroskope
Lichtmikroskop Olympus IX 50 Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Deutschland
Laser Scanning Mikroskop, Leica TCS SP1 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Fluoreszenzmikroskop, Leica DMIRE2 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Objektive Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland
HCX PL APO 40x 1,25-0,75 Oil
HC PL Fluotar 10x 0,30
HC PL APO 10x 0,40, IMM CS
N Plan 100x 1,25 Oil RC
Plasma Cleaner Harrick, Ithaca, NY, USA
Sputtergera¨t SCD 050 Bal – Tec AG, Balzers, Liechtenstein
Zellza¨hlgera¨t Casy 1 Scha¨rfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland
Zentrifuge, Heraeus, Labofuge 400R Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
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3.2 Zellkulturtra¨gerpra¨paration
Alle Untersuchungen wurden auf Oberfla¨chen durchgefu¨hrt, die mit den verschiedenen
MSA-Copolymeren funktionalisiert wurden.
3.2.1 Planare Oberfla¨chen
Fu¨r die planaren Zellkulturtra¨ger wurden Deckgla¨ser mit den verschiedene MSA-
Copolymeren funktionalisiert. Dazu wurden die Deckgla¨ser einer mechanischen
Reinigung in Reinstwasser und Ethanol fu¨r je 30min im Ultraschallbad unterzogen.
Fu¨r die anschließende chemische Reinigung wurden die Deckgla¨ser in einem Gemisch
aus 20 Vol.-% Wasserstoffperoxid (30%) und 20 Vol.-% Ammoniumhydroxid (29%)
in Reinstwasser auf 70 ◦C erhitzt und 10min bei 70 ◦C belassen. Nach zweimaligem
Spu¨len in Reinstwasser wurden die Proben 1 h bei 120 ◦C getrocknet. Zur Einfu¨hrung
von Aminogruppen wurden die Deckgla¨ser in eine Petrischale gelegt und in die Mitte
100µl 3-Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilanlo¨sung gegeben, luftdicht verschlossen und
u¨ber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Deckgla¨ser
gru¨ndlich in Toluol gespu¨lt und mit Stickstoff getrocknet.
Die Polymere wurden in geeigneten Lo¨sungsmitteln gelo¨st (Tabelle 3.5), filtriert und
mittels Spincoating auf die Deckgla¨ser aufgebracht. Danach wurden die Deckgla¨ser zur
Ausbildung der kovalenten Bindungen zwischen Polymer und Aminosilan 2 h bei 120 ◦C
getempert. Vor der Verwendung der Deckgla¨ser in der Zellkultur wurden diese unter
Reinstwasser zusammen autoklaviert. Dabei werden die Anhydridgruppen der MSA-
Copolymere zu Sa¨uregruppen hydrolysiert (Abbildung 2.1 - b). Die Anbindung der Pro-
teine erfolgte in diesem Zustand der Coploymere nur noch physisorptiv. Zur Wiederher-
stellung der Anhydridgruppen fu¨r eine kovalente Anbindung der Proteine wurden die
Deckgla¨ser 2 h bei 120 ◦C inkubiert (Abbildung 2.1 c und d).
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Tabelle 3.5: Bedingungen der MSA-Copolymerdu¨nnschichtpra¨paration
Polymer Molmasse Konz. Lo¨sungs- Spincoating-
[g/mol] mittel bedingung
PO-MSA 30 000 - 50 000 0,08 m% THF
PP-MSA 39 000 0,1 m% MEK 4000 rpm, 30s,




Im Anschluss an die Kultivierung der Endothelzellen auf planaren Oberfla¨chen erfolgte
die Analyse des Wachstums auf dreidimensionalen Strukturen. Dazu wurden anhand von
gea¨tzten Siliziumwafern (Masterwafer) Silikonstrukturen abgegossen. Silikon (Sylgard
184) wurde laut Anleitung angeru¨hrt, das heißt die Basis wurde 9:1 (Masseanteile)
mit dem Vernetzter gemischt und mit Hilfe eines Glasstabes gru¨ndlich durchmischt.
Anschließend wurde das Silikon mittels Vakuum entgast, auf den Masterwafer gegossen
und fu¨r 4 h bei 65 ◦C vernetzt. Um nicht vernetzte kleinere Silikonmoleku¨le zu entfernen,
wurden die Strukturen 24 h in Heptan unter Schwenken extrahiert. Anschließend wurde
bei 90 ◦C unter Vakuum fu¨r wiederum 24 h das Heptan aus den Proben entfernt.
Abbildung 3.1 zeigt die Strukturierung der verwendeten Abgu¨sse. Verwendet wurde ein
einziger Masterwafer, der eine viergeteilte Struktur aufwies. Die Grabenbreite variierte
von 10, 20, 30 bis 40µm. Die Stege wiesen jeweils eine Breite von 40µm und die Gra¨ben
eine Tiefe von 10µm auf.
Diese Strukturen wurden zwecks besserer Handhabung auf Deckgla¨ser aufgebracht.
Dazu wurde die Unterseite der Silikonstruktur und die Oberseite des Deckglas mittels
Plasma Cleaner (30 s, Luftplasma, Druck 0,1 – 0,4mbar, Schalterstellung: Low) aktiviert.
Im Plasma Cleaner werden durch ein elektromagnetisches Feld Gasatome ionisiert. Bei
der Plasmaaktivierung erzeugen ionisierte Gase Radikale an der Materialoberfla¨che. Die
so entstandene reaktive Oberfla¨che kann die Verbindung der Silikonoberfla¨che mit der
Glasoberfla¨che vermitteln sowie mit verschiedenen Chemikalien reagieren.
Dieses Prinzip der Plasmaaktivierung wurde auch bei der Aminosilanisierung der Si-
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Abbildung 3.1: Aufbau der strukturierten Zellkulturtra¨ger
likonstrukturen ausgenutzt. Die Oberfla¨chen wurden mittels Plasma Cleaner fu¨r 1min
(Luftplasma, Druck 0,1 – 0,4mbar, Schalterstellung: Medium) aktiviert und danach
sofort in eine Lo¨sung bestehend aus 20mM 3-Aminopropyl-triethoxysilan in Etha-
nol/Wasser (9:1, v/v) fu¨r 2 h gegeben. Im Anschluss daran wurden die Pra¨parate gru¨nd-
lich in Ethanol (absolut) gespu¨lt, 1 h bei 120 ◦C getrocknet und fu¨r 5min mit den ent-
sprechenden MSA-Copolymeren unter Schu¨tteln inkubiert. Danach erfolgte eine zwei-
stu¨ndige Inkubation bei 120◦C, die die kovalente Anbindung der Copolymere an das
Aminosilan realisierte. Um u¨berschu¨ssige Copolymere zu entfernen wurden die Proben
mit PP-MSA, bzw. PE-MSA anchließend unter Wasser autoklaviert, da diese Polymere
unter diesen Bedingungen leicht wasserlo¨slich sind. Zur Entfernung von u¨berschu¨ssigem
PO-MSA wurden die Proben fu¨r 4 h in THF inkubiert. Anschließend erfolgte der THF-
Entzug aus der Probe fu¨r 4 h bei mind. 90◦C unter Vakuum.
3.2.3 Beschichtung mit Fibronektin
Zur Untersuchung des Einflusses der Fibronektinanbindungsart bzw. der vorgegebenen
Fibronektinmenge wurden die Zellkulturtra¨ger mit Fibronektinlo¨sungen verschiedener
Konzentrationen beschichtet. Die Anbindung an die Oberfla¨che erfolgte physisorptiv
oder kovalent (vgl. 2.1.2, 3.2.1). Um einheitliche Fibronektinkonzentrationen auf den
verschiedenen MSA-Copolymeren einzustellen, wurde in Vorversuchen mittels HPLC
die Oberfla¨chenkonzentration des tatsa¨chlich angebundenen Fibronektins bestimmt [62].
Dafu¨r wurden die MSA-Copolymere mit einer definierten Fla¨che mit Fibronektinlo¨sun-
gen verschiedener Konzentrationen 2 h inkubiert und im Anschluß nicht gebundenes
Fibronektin durch zweimaliges Spu¨len mit PBS entfernt. Das immobilisierte Fibronek-
tin wurde anschließend zur Aufspaltung der Proteine einer sauren Hydrolyse unterzogen.
Nach der Detektion des Aminosa¨ureanteils mittels HPLC wurde u¨ber numerische Analy-
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se die Konzentration des Proteins aus den Aminosa¨ureverteilungen berechnet. Mit Hilfe
der so gewonnenen Daten wurde fu¨r jede Oberfla¨che separat eine Funktion in der Form







angepasst. Abbildung 3.2 zeigt die Parameter P1 und P2 fu¨r die jeweiligen Ober-
fla¨chen sowie die erstellten Adsorptionskurven in Zusammenhang mit den ermittelten
Oberfla¨chenkonzentrationen. Tabelle 3.6 zeigt die Lo¨sungskonzentration, die eingesetzt







Abbildung 3.2: Fitparameter und Standardkurven der FN-Adsorption
Die mit HPLC und Kurvenanpassung gewonnenen Oberfla¨chenkonzentrationen wur-
den spa¨ter u¨ber die Detektion von 125I markierten Fibronektin u¨berpru¨ft. Diese Analyse
lieferte relativ gute u¨bereinstimmende Ergebnisse auf den Oberfla¨chen PO-MSA und
PP-MSA (Tabelle 3.7). Die berechneten Werte der eingesetzten Lo¨sungskonzentration
fu¨r die Oberfla¨chenkonzentration von 50 ng/cm2 sowie 100 ng/cm2 auf PE-MSA stell-
ten sich als zu hoch heraus. Demzufolge war wa¨hrend der Experimente eine geringfu¨gig
ho¨here Oberfla¨chenkonzentration als angenommen initial angebunden. Fu¨r die Bestim-
mung der Oberfla¨chenkonzentration mit Radioisotopenexperiment wurde 125I gelabeltes
Fibronektin mit ungelabelten Fibronektin verdu¨nnt. Die verschiedenen Zellkulturtra¨ger
wurden in Immobilisierungskammern eingespannt um eine definierte Oberfla¨che zu er-
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Tabelle 3.6: Lo¨sungskonzentrationen von Fibronektin zur Einstellung definierter Ober-
fla¨chenkonzentrationen
FN FN [µg/ml]
[ng/cm2] PO-MSA PP-MSA PE-MSA
10 0,2 0,3 0,6
20 0,4 0,6 1,3
50 1,1 1,6 3,3
100 2,4 3,4 6,9
zeugen. Nach einer 2 stu¨ndigen Inkubation von 184µl/cm2 verschieden konzentrierter
Fibronektinlo¨sungen wurde die Aktivita¨t gemessen (in IPS - Impulse pro Sekunde).
Parallel dazu wurde eine Kalibrierkurve erstellt. Dabei wurden definierte Aliquots be-
kannter Fibronektin-Konzentrationen auf eine Glasoberfla¨che getropft und die Aktivita¨t
bestimmt. Anhand der Kalibrierkurve und des Verha¨ltnisses von 125I-markierten und
unmarkierten Fibronektins wurden die verschiedenen Oberfla¨chenkonzentrationen er-
mittelt.
Tabelle 3.7: Vergleich FN Oberfla¨chenkonzentrationen HPLC – Radioisotopenexperiment
FN [µg/ml]
immobilisiertes Fibronektin [ng/cm2]
Lo¨sungskonzentration PO-MSA PP-MSA PE-MSA
125I∗ HPLC∗∗ 125I∗ HPLC∗∗ 125I∗ HPLC∗∗
1,12 48 50 54 35 61 20
2,39 120 100 94 72 111 40
50 624 493 n.d. 434 509 420
∗ mit Radioisotopenexperiment ermittelte Fibronektin-Oberfla¨chenkonzentrationen
∗∗ Fibronektin-Oberfla¨chenkonzentration berechnet aus mit den HPLC Daten erstellten
Kurven (Gleichung 3.1)
Zusa¨tzlich zu den in Tabelle 3.6 aufgefu¨hrten Oberfla¨chenkonzentrationen, wurden
die Zellkulturtra¨ger mit einer 50µg/ml Fibronektinlo¨sung beschichtet, welche eine
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anna¨hernd gesa¨ttigte Oberfla¨che mit ca. 500 ng/cm2 Fibronektin erzeugte.
PEEK- oder Glasringen wurden auf die mit den MSA-Copolymeren beschichteten
Deckgla¨ser mittels Silikonkleber (Nusil MED 1511) oder Vakuumfett (High Vacuum
Grease) aufgeklebt. Dadurch entstanden Kavita¨ten fu¨r die Zellkultur mit einer defi-
nerten Fla¨che von 2,5 cm2 (PEEK-Ringe) bzw. 1,3 cm2 (Glasringe). Die Inkubation der
verschieden konzentrierten Fibronektinlo¨sungen (184µl/cm2, Tabelle 3.6) erfolgte fu¨r 2 h
bei 37 ◦C.
3.3 Zellkultur
Fu¨r die Versuche wurden aus Nabelschnu¨ren isolierte Endothelzellen (HUVEC - Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) in der 2. bis 4. Passage verwendet.
Gewinnung der Endothelzellen
Fu¨r die Gewinnung der Endothelzellen wurden ausschließlich bis zu 20 h alte Nabel-
schnu¨re verwendet. Diese wurden bis zur Pra¨paration in mit Antibiotika (Penicillin,
Amphotericin und Streptomycin) versetzter PBS-Lo¨sung ku¨hl gelagert. Zur Gewinnung
der Endothelzellen wurde die Nabelschnurvene mit PBS gespu¨lt und mit steriler Kol-
lagenase (446U/ml) befu¨llt. Die Nabelschnur wurde zusammen mit der Kollagenase
20min bei 37 ◦C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit PBS-FCS
(10%) gestoppt, die Kollagenaselo¨sung mit den abgelo¨sten Endothelzellen in ein steriles
Zentrifugenro¨hrchen gegeben und 5min bei 1500U/min zentrifugiert. Die Zellen wurden
im Anschluss in vorgewa¨rmtem Endothelzellmedium resuspendiert und in eine mit Fi-
bronektin beschichtete T25-Zellkulturflasche gegeben. Die so gewonnenen Zellen wurden
bis zur Konfluenz bei 37 ◦C und 5% CO2 inkubiert. Alle zwei Tage wurde das Medium
gewechselt.
Passagieren und Trypsinieren von Zellen
Bei Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgenommen,
die Zellkultur zweimal mit PBS gespu¨lt, danach mit 1ml (fu¨r T25 Flasche) Trypsin-
EDTA versetzt und 2min bei 37 ◦C inkubiert. Das Ablo¨sen der Zellen wurde unter dem
Mikroskop beobachtet. Zum Stoppen der Trypsin-Reaktion wurden jeweils 5ml (T25
Flasche) PBS-FCS (10%) in die Zellkulturflasche gegeben. Bei 1500U/min wurden die
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Zellen 5min abzentrifugiert und in dem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert und
entweder auf mehrere mit Fibronektin beschichtete Zellkulturflaschen verteilt oder fu¨r
die Versuche genutzt.
Einfrieren und Auftauen der Zellen
Die Endothelzellen wurden abtrypsiniert, 1x106 Endothelzellen wurden in 1ml Einfrier-
medium (70% Endothelzellmedium, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert und in ein
Kryoro¨hrchen gegeben. Im Anschluss daran wurden die Zellen fu¨r 2 h bei −20◦C, fu¨r
16 h bei −70◦C eingefroren. Bis zur Verwendung wurden die Endothelzellen in Flu¨ssig-
stickstoff bei −196◦C gelagert.
Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoro¨hrchen sofort nach der Entnahme aus
dem Flu¨ssigstickstoff in ein 37 ◦C warmes Wasserbad u¨berfu¨hrt. Nachdem die Zellen
aufgetaut waren, wurden sie zusammen mit vorgewa¨rmten Endothelzellmedium in ei-
ne mit Fibronektin beschichtete Zellkulturflasche gegeben, ca. 2 h bei 37 ◦C inkubiert,
nach Kontrolle der Zelladha¨renz wurde das Medium gewechselt und die Zellen weiter
kultiviert.
Kultivierung der HUVECs auf den beschichteten Zellkulturtra¨gern
Fu¨r die Versuche wurde Endothezellmedium der Firma Promocell verwendet. Die Zu-
sammensetzung des Mediums kann Anhang A.2 entnommen werden.
Die Zellzahl der abtrypsinierten Endothelzellen wurde mit einem Zellza¨hlgera¨t be-
stimmt. Auf jeden Zellkulturtra¨ger wurden 1,1x104 Zellen/cm2 ausgesiedelt und an-
schließend bei 37 ◦C und 5% CO2 5–7 Tage kultiviert. Wa¨hrend dieser Kultivierungs-
dauer wurden die Zellen stets unter dem Lichtmikroskop beobachtet, jeden zweiten bis
dritten Tag wurde das Medium gewechselt und es wurden Bilder zur Dokumentation
am Lichtmikroskop aufgenommen. Nach Ende der Kultivierung wurden die Zellen wie
nachfolgend beschrieben analysiert.
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3.4 Probenaufbereitung und Analysenmethoden
3.4.1 Pra¨paration der Zellkulturtra¨ger fu¨r die
Fluoreszenzmikroskopie
Die Zellkultursubstrate wurden nach dem Entfernen des Zellkulturmediums zweimal
mit PBS gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd (in PBS, m/v) fu¨r 10min bei Raum-
temperatur fixiert. Dabei werden alle Proteinstrukturen miteinander vernetzt. Die Per-
meabilisierung der Zellen erfolgte fu¨r 10min mit 0,1%igen TritonX-100 (in PBS, v/v).
Dadurch wird die Zellmembran durchla¨ssig und die gesamten Proteinstrukturen der Zel-
len sind fu¨r nachfolgende Antiko¨rperreaktionen zuga¨nglich. Nach mehrmaligen Spu¨len
mit PBS wurden die Zellkultursubstrate mit den jeweiligen Antiko¨rpern behandelt (sie-
he Kapitel 3.4.2, Tabelle 3.2 und 3.3). Nach Beendigung der Fa¨rbeprozedur wurden die
Zellkulturtra¨ger fu¨r die Fluoreszenzmikroskopie pra¨pariert. Dazu wurden die Zellkul-
turtra¨ger mit einem Tropfen Mounting Medium (Mowiol 4-88 oder Vectashield-DAPI)
mit der mit Zellen bewachsenen Seite nach unten auf die Objekttra¨ger oder Deckgla¨ser
gelegt und mit Eukitt versiegelt. Die so pra¨parierten Zellkulturtra¨ger wurden bis zur
Auswertung bei 4 ◦C lichtgeschu¨tzt gelagert.
Eine zweite Fa¨rbemethode kam zum Einsatz, bei der nur die extrazellula¨re Proteine
miteinander vernetzt wurden (Methode nach Garcia et al. [31, 63]). Abbildung 3.3 de-
monstriert diese Fa¨rbemethode. Die an die extrazellula¨re Matrix gebundenen Integrine
(Abbildung 3.3 - a) werden mit 1mM DTSSP fu¨r mind. 30min bei Raumtemperatur ver-
netzt und mit 50mM TRIS-Puffer fu¨r 20min gestoppt (Abbildung 3.3 - b). Ungebundene
Proteine, wie z. B. nichtgebundene Integrine oder andere Rezeptoren, sowie die Zellen
werden durch eine 10min Inkubation mit 0,1% SDS (in PBS, m/v) entfernt (Abbildung
3.3 - c). Im Anschluss an diese Probenvorbereitung ko¨nnen die Proben wie nachfol-
gend beschrieben weiter behandelt werden. Vorteil dieser Fa¨rbemethode ist, dass nur
an der Adha¨sion beteiligte Zellmembranrezeptoren nachgewiesen werden. Die Methode
kann aber auch zum Nachweis von Zellen sezernierter und an die Substratoberfla¨che
angelagerter Proteine dienen.
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Abbildung 3.3: Fixierungsmethode, bei der nur extrazellula¨re Matrixbestandteile miteinan-
der vernetzt werden, nach [31]; a: Kopplung der Zelle an die extrazellula¨re
Matrix u¨ber Rezeptoren (Integrine); b: Vernetzung der extrazellula¨ren Be-
standteile der Probe; c: Wegspu¨len der ungebundenen Bestandteile; d: Mar-
kierung der gewu¨nschten Komponeten mit Antiko¨rpern
3.4.2 Fluoreszenzfa¨rbung und Analyse
Bei den Untersuchungen der extrazellula¨ren Matrix-Moleku¨le und der Zellmembran-
rezeptoren wurde die Methode der Antigen-Antiko¨rper-Reaktion mit ungelabelten
prima¨ren Antiko¨rpern genutzt. Zum Nachweis der prima¨ren Antiko¨rper wurden mit
Fluoreszenzfarbstoff gelabelte sekunda¨re Antiko¨rper eingesetzt. Tabelle 3.2 und Tabel-
le 3.3 geben einen U¨berblick u¨ber die genutzten prima¨ren und sekunda¨ren Antiko¨rper.
Verdu¨nnt wurden die Antiko¨rper mit PBS1. Nach dem Fixieren und Permeabilisieren
(3.4.1) der Zellen wurden die Zellkulturtra¨ger mit 120µl/cm2 Antiko¨rperlo¨sung be-
schichtet und fu¨r 45min (prima¨re Antiko¨rper) bzw. 30min (sekunda¨re Antiko¨rper) dun-
kel unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischen jedem Wechsel der An-
tiko¨rperlo¨sung wurde zweimal mit PBS gespu¨lt. Die Inkubation der Antiko¨rper erfolgte
in einer feuchten Kammer, um ein Austrocknen, bzw. Antrocknen der Antiko¨rper zu
vermeiden.
Zur Lebendfa¨rbung des Zytoplasmas wurde der zellpermeable Farbstoff Cell TrackerTM
1Verdu¨nnung der verschiedenen Antiko¨rper siehe Tabelle 3.2 und 3.3
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Green CMFDA genutzt. Nach Passieren der Zellmembran, wird er im Zytoplasma in eine
membranimpermeable Form umgewandelt. Bei Zellteilung wird er auf beide Tochterzel-
len aufgeteilt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff fluoresziert erst nach Abspaltung der Acetat-
gruppe durch die Esterase im Zytoplasma der Zellen. Das Anregungsmaximum liegt bei
einer Wellenla¨nge von 492 nm und das Emissionsmaximum bei 516 nm. Fu¨r die Fa¨rbung
der Zellkultur mit CellTrackerTM Green wurde das Medium durch frisches Medium mit
10µM CellTrackerTM ersetzt. Nach 30min Inkubation bei 37 ◦C wurde die Zellkultur fu¨r
weitere Fa¨rbungen vorbereitet.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der Zellkern unmittelbar vor den jeweiligen Ana-
lysen mit Hoechst 33342 (3µg/ml im Zellkulturmedium) fu¨r 30min in situ gefa¨rbt. Zur
Zellzahlbestimmung wurden pro Substrat mindesten 9 Bilder unter Verwendung eines
10er Objektives am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und mit Hilfe des Bildverar-
beitungsprogrammes Image Tool (entwickelt an der University of Texas Health Science
Center [San Antonio, TX], beziehbar von http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html;
04.06.2007) die Zellzahl bestimmt.
Die weitere Analyse der fluoreszenzgefa¨rbten Proben erfolgte unter Verwendung des
konfokalen Laser Scanning Mikroskops oder des normalen Fluoreszenzmikroskops. Die
Anregung bei dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte mittels Xenon-Kurzbogenlampe und
bei Einsatz des konfokalen Laser Scanning Mikroskops wurde die Anregung u¨ber einen
Argon bzw. einen Helium/Neon Laser realisiert.
Fu¨r die Bestimmung der Fibronektinmenge und der CD49e Auspra¨gung nach 5 Tagen
Zellkultur wurden von 10 Bilder pro Oberfla¨che die Intensita¨t des Gesamtbildes (Bild-
gro¨ße: 62500µm2) unter Verwendung der Leica Confocal Software LCS (Leica Microsys-
tems GmbH, Wetzlar) bestimmt. Jeder Versuch wurde mit dem Mittelwert aller Proben
des jeweiligen Versuches normiert. Diese Methode schließt aus, dass Unregelma¨ßigkeiten
bei der Intensita¨tsanalyse die Normierung beeinflussen (z. B. bei Normierung mit dem
ho¨chsten Wert).
3.4.3 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Die Pra¨parate wurden fu¨r die Betrachtung des Zellwachstums und der -morphologie am
REM nach zweimaligen Spu¨len mit PBS mindestens fu¨r 10min mit 2%igen Glutaralde-
hyd fixiert. Danach wurde zweimal mit Reinstwasser gespu¨lt und anschließend die Proben
in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 60%, 90%, 99,9%) fu¨r je 15min entwa¨ssert.
Nach der Trocknung der Proben im Kritischpunkttrockner wurde eine leitfa¨hige Schicht
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(Gold) aufgebracht. Die Lagerung der Proben bis zur Analyse erfolgte im Exsikkator.
Fu¨r die Analyse der Zellmorphologie kam ein Environmental Scanning Electron Micros-
copy (ESEM) zum Einsatz. Die Proben wurden im REM-Modus abgescannt und die
Sekunda¨relektronen analysiert.
3.4.4 Reflexion-Interferenz-Mikroskopie (RICM)
Eine separate Probenaufbereitung war fu¨r diese Methode nicht notwendig. Die Unter-
suchungen der Zelladha¨sion wurde in situ am Fluoreszenmikroskop mit einem 100er
Objektiv (Leica N Plan mit λ/4 - Platte) durchgefu¨hrt. Pro Zelle wurden 3 Bilder direkt
nacheinander mit 3 verschiedenenWellenla¨ngen (490 nm, 555 nm, 635 nm) aufgenommen.
Fu¨r die Auswertung der Adha¨sion wurden pro Probe 8 repra¨sentative Zellen herangezo-
gen. Mit der freien Software Image J (Version: 1.37v; entwickelt am National Institute
of Health, USA; beziehbar: http://rsb.info.nih.gov/ij/; 04.06.2007) wurden aus den Bil-
dern Ausschnitte erstellt, die keinen Zellkern und keinen Hintergrund beinhalteten. Die
Bildhelligkeiten wurden so angepasst, dass der unterste Wert gleich null gesetzt wur-
de und der ho¨chste Helligkeitswert gleich 255. Mit Hilfe Matlab (Version: 6.1.0.450
Release 12.1; The MathWorks, Inc., MI, USA, Programm im Anhang A.4) wurden die
Intensita¨ten von zwei Wellenla¨ngen der Bilder Pixel fu¨r Pixel gegeneinander aufgetragen,
nachdem die Intensita¨ten auf Werte zwischen 0 und 1 normiert wurden. Es entstand ein
Parameterplot, bei dem die Intensita¨tswerte aller Bilder einer Oberfla¨che aufsummiert
wurden. Durch Hinzuziehen der theoretischen Intensita¨tskurven wurde der Abstand der
am ha¨ufigsten auftretenden Intensita¨ten bestimmt2.
2detaillierte Beschreibung der Messmethode und der Erstellung der theoretischen Kurven im An-
hang A.3
4 Ergebnisse und Diskussion
Wie einleitend dargestellt wurde, nimmt die extrazellula¨re Matrix eine Schlu¨sselposi-
tion bei der Bildung von Blutgefa¨ßen ein. Damit das Wachstum von Blutgefa¨ßen in
ku¨nstlichen Implantaten in Zukunft besser gesteuert werden kann, ist ein grundlegen-
des Versta¨ndnis der Wechselwirkung der Matrixkomponenten mit dem Substrat sowie
der Wechselwirkungen der Endothelzellen mit der angebundenen extrazellula¨ren Matrix
notwendig.
Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des Systems Substrat – extrazellula¨re Matrix – Zelle
wa¨hrend der Experimente
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Aus diesem Grund wurden in den nachfolgend dargestellten Untersuchungen verschie-
dene Parameter der Kopplung des Adha¨sionsproteins Fibronektin in ihrer Auswirkungen
auf die Adha¨sion, das Wachstum und die Differenzierung von Endothelzellen untersucht.
Dabei wurde neben der Proteinanbindungsart auch der Einfluss der Anzahl der Anbin-
dungspunkte (initiale Fibronektinkonzentration) auf das Verhalten, insbesondere auf das
Differenzierungsverhalten der Endothelzellen untersucht. Dazu wurden polymerbeschich-
tete Zellkulturtra¨ger mit Fibronektin in unterschiedlichen Oberfla¨chenkonzentrationen
kovalent oder physisorptiv an die Oberfla¨che angebunden und das Verhalten der Endo-
thelzellen auf diesen Oberfla¨chen untersucht. Abbildung 4.1 zeigt die grundlegenden
Experimentanordnung wa¨hrend der verschiedenen Versuche.
4.1 Extrazellula¨re Matrixkomposition
Fu¨r die Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Substrat, extrazellula¨rer Matrix
und Zellen soll hier als erstes die entstehende extrazellula¨re Matrix nach 5 Tagen Zell-
kultur unter dem Einfluss verschiedener initial kovalent gebundener Fibronektinkonzen-
trationen und verschiedener Fibronektinanbindungsarten (kovalent oder physisorptiv)
beleuchtet werden.
Bei diesen Untersuchungen wurde herausgefunden, dass die initiale Fibronektinkon-
zentration einen Einfluss auf die an der Oberfla¨che angelagerte Fibronektinmenge nach
5 Tagen Zellkultur hat. Diese mit der initialen Fibronektinkonzentration einhergehende
Fibronektinmenge nach 5 Tagen Zellkultur zeigt Abbildung 4.2.
Aus dieser ist zu erkennen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Ober-
fla¨chen mit einer kovalenten initialen Fibronektinanbindung in nahezu gesa¨ttigter Ober-
fla¨chenkonzentration (PO-MSA, PP-MSA, PE-MSA 500 ng/cm2) zu erkennen ist. Durch
die kovalente Anbindung einer hohen Fibronektinkonzentration wird die Oberfla¨che
durch die Fibronektinmoleku¨le ganz bedeckt. Unabha¨ngig von den Substrateigenschaften
wird das von den Zellen produzierte Fibronektin gleichma¨ßig und dicht an die unterlie-
gende Fibronektinschicht gekoppelt.
Dagegen ist zu erkennen, dass mit geringer initialer, kovalent gebundener, Fibronektin-
konzentration (100 ng/cm2 und 50 ng/cm2) die Mengen, die auf den hydrophilen Ober-
fla¨chen (PP-MSA, PE-MSA) detektiert wurden, signifikant (p ≤ 0, 002) geringer sind,
als auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA). Da bei den geringen initial gebun-
denen Konzentrationen die Substratoberfla¨che nicht ganz bedeckt ist (dichte Packung
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Abbildung 4.2: Fibronektinkonzentration nach 5 Tagen Zellkultur, Mittelwert aus 6 Ver-
suchen, Bestimmung erfolgte u¨ber Intensita¨tsanalyse nach Immunofluores-
zenzfa¨rbung am LSM, normiert wurde jeder Versuch einzeln mit dem Mit-
telwert des jeweiligen Versuches, ∗: signifikante Unterschiede von PO-MSA
gegenu¨ber PP-MSA und PE-MSA der jeweiligen initialen Proteinbeschich-
tung (p ≤ 0, 002), #: signifikante Unterschiede zwischen PP-MSA, PE-MSA
oder PO-MSA 500 ng/cm2 zu den Oberfla¨chen mit geringerer initialer Pro-
teinbeschichtung, bzw. zur adsorptiven Beschichtung (p ≤ 0, 05)
von Fibronektin ab ca. 250 ng/cm2 [8]), spielen fu¨r die Sekunda¨radsorption des zell-
produzierten Fibronektins die Oberfla¨cheneigenschaften und damit die verschiedenen
Anbindungsta¨rken eine bedeutende Rolle. Bei physisorptiver Bindung an hydrophobe
Oberfla¨chen (PO-MSA), welche bei der Sekunda¨radsorption auftreten, unterliegen die
Fibronektinmoleku¨le hydrophoben Wechselwirkungen. Fibronektin, welches an hydro-
phile Oberfla¨chen physisorptiv anbindet, bindet u¨ber elektrostatische Wechselwirkun-
gen zwischen den negativen Ladungen der Sa¨uregruppen der hydrolysierten Copolymere
und den positiven Ladungen des Fibronektins. Dadurch weist physisorptiv gebunde-
nes Fibronektin auf hydrophoben Oberfla¨chen eine sta¨rkere Bindung zur Oberfla¨che auf
als Fibronektin, welches auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA1) anbin-
1trotz der tatsa¨chlich ho¨her initial kovalent angebundenen Fibronektinmenge auf PE-MSA, spielen bei
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det. Von den Zellen produziertes Fibronektin wird demzufolge sta¨rker und in gro¨ßerer
Menge an die hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) angebunden als an die hydrophi-
len (PP-MSA, PE-MSA) Substrate, was sich in der Fibronektinmenge in Abbildung 4.2
wiederspiegelt.
Da bei den hydrolysierten Oberfla¨chen auch initial aufgebrachtes Fibronektin nur
physisorptiv anbindet, bleibt es die Dauer der Zellkultur u¨ber austauschbar. Die
Sta¨rke der Verdra¨ngung und Austauschbarkeit ha¨ngt wie oben beschrieben von den
Oberfla¨cheneigenschaften ab. Vorangegangene Untersuchungen zur Austauschbarkeit
des Fibronektins mit HSA in Abha¨ngigkeit der Oberfla¨chencharakteristik zeigte eine
sta¨rkere Verdra¨ngung des Fibronektins auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA; bis
zu 60%) im Gegensatz zu den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA), bei denen nur
ca. 40% austauschbar waren [8]. Im Laufe der Zellkultur konnte somit ein Teil des
prima¨r angebundenen Fibronektins ausgetauscht werden. Damit kann man einerseits die
geringere Fibronektinmenge nach 5 Tagen Zellkultur im Vergleich zu den Oberfla¨chen
mit dichten, initial kovalent gebundener Fibronektinmenge erkla¨ren (4.2). Gleichzeitig
bewirkt die sta¨rkere Verdra¨ngung auf den hydrophilen Oberfla¨chen eine geringere
Fibronektinmenge auf PP-MSA und PE-MSA im Vergleich zu PO-MSA.
der Sekunda¨radsorption zusa¨tzlicher Proteine die Oberfla¨cheneigenschaften die dominierende Rolle,
da noch keine geschlossene Packungsdichte (250ng/cm2) vorzufinden ist. Dadurch ko¨nnen die hier
beschriebenen Ursachen fu¨r die geringere resultierende Fibronektinkonzentration auch auf PE-MSA
bezogen werden.
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Abbildung 4.3: Fibronektinnetzwerke in Abha¨ngigkeit der Oberfla¨che und der initialen Pro-
teinkonzentration, Messbalken: 50µm
Neben dem Einfluss auf die resultierende Fibronektinmenge beeinflusst die initiale
Fibronektinkonzentration auch die entstehende extrazellula¨re Matrix. So nimmt mit
abnehmender initialer Fibronektinkonzentration auch die Dichte und Komplexita¨t der
Netzwerke ab. Bei geringen Fibronektinkonzentrationen (100 ng/cm2 und 50 ng/cm2)
entwickeln die Endothelzellen ein dreidimensionales Netzwerk auch auf den Oberfla¨chen
mit starker Proteinanbindung. Dabei nimmt die Komplexita¨t und die Integrita¨t der
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Fibronektinnetzwerke mit abnehmender initialer Fibronektinkonzentration ab. Bei Ober-
fla¨chen mit einer starken Sekunda¨radsorption (PO-MSA) sind die Netzwerke wesent-
lich dichter und kompakter im Vergleich zu den Oberfla¨chen mit einer schwachen Se-
kunda¨radsorption (PP-MSA, PE-MSA; Abbildung 4.3).
Erkla¨ren la¨sst sich der verschiedenartige Aufbau der Netzwerke wiederum durch
die Substrateigenschaften und den daraus resultierenden Proteinanbindungssta¨rken.
Bei den Oberfla¨chen mit einer dichten, initial kovalent gebundenen Fibronektinmen-
ge (500 ng/cm2) ist das initial aufgebrachte Fibronektin an vielen Punkten gebunden.
Von den Zellen produziertes Fibronektin kann an vielen Punkten an das initial auf-
gebrachte Fibronektin binden. Es entsteht ein dichtes Fibronektinnetzwerk, wobei die
Beschaffenheit von den Substrateigenschaften abha¨ngt. Auf den hydrophoben Substrat-
oberfla¨chen (PO-MSA) unterliegt das Fibronektin neben der kovalenten Anbindung noch
hydrophoben Wechselwirkungen. Dadurch unterliegen auch die sekunda¨r angelagerten
Fibronektinmoleku¨le starken Wechselwirkungen mit der Substratoberfla¨che. Es entsteht
ein dichtes und fein strukturiertes Fibronektinnetzwerk, da die Zellen nicht in der Lage
sind das Fibronektin stark umzuordnen.
Auch bei den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA) ist nach 5 Tagen Zellkul-
tur ein dichtes Fibronektinnetzwerk zu finden. Dieses Netzwerk weist aber eine etwas
gro¨bere und dreidimensionale Struktur auf. Da das Fibronektin neben der kovalenten
Anbindung keinen hydrophoben Wechselwirkungen unterliegt, kann das sekunda¨r an-
gelagerte Fibronektin trotz der hohen Anzahl vorhandener Bindungsstellen des initial
vorgegebenen Fibronektins von den Zellen umgeordnet werden.
In den Fa¨llen einer geringen kovalenten Fibronektinanbindung (100 ng/cm2 bzw.
50 ng/cm2), spielt fu¨r die Sekunda¨radsorption des zellproduzierten Fibronektins die
Oberfla¨cheneigenschaften und damit die verschiedenen Anbindungsta¨rken eine bedeu-
tende Rolle. Auf diesen Oberfla¨chen mit einer geringen initialen Oberfla¨chenkonzentra-
tion kann von den Zellen produziertes Fibronektin an weniger Punkten, vermittelt durch
das initial gebundene Fibronektin, binden. Es ist eine geringere Menge stark gebunde-
nes Fibronektin auf der Oberfla¨che vorhanden. Von den Zellen produziertes Fibronektin
wird zusa¨tzlich physisorptiv an die Oberfla¨che angelagert. Somit kann das sekunda¨r an-
gelagerte Fibronektin in Abha¨ngigkeit der Substratoberfla¨che in ein dreidimensionales
Netzwerk umorganisiert werden. Auf PO-MSA ist das entstandene Fibronektinnetzwerk
dichter und kompakter als auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA).
Die Netzwerkbildung auf den Oberfla¨chen mit ausschließlich physisorptiver Fibronek-
tinanbindung unterliegt a¨hnlichen Bedingungen wie auf den Oberfla¨chen mit geringer
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kovalenter Fibronektinanbindung. Da das Fibronektin nicht kovalent angebunden ist,
ko¨nnen die Zellen es umordnen und sich damit eine dreidimensionale extrazellula¨re Ma-
trix schaffen. Die Abnahme der Komplexita¨t der Netzwerke mir Abnahme der Hydro-
phobie der MSA-Copolymeroberfla¨chen resultiert wiederum aus den unterschiedlichen
Anbindungssta¨rken der Proteine in Abha¨ngigkeit der Substratcharakteristik.
Eine weitere Erkla¨rung fu¨r den unterschiedlichen Aufbau der Fibronektinnetzwerke
auf den verschiedenen Substraten liefert die von Capadona et al. [64] beschriebene
Hypothese. Diese besagt, dass Fibronektin zur Fibrillenbildung unter anderem die
FN13-Doma¨ne beno¨tigt. Nur wenn diese Doma¨ne in genu¨gend geringen Absta¨nden
(≤ 155 nm) auf der Oberfla¨che vorkam, konnte dass von den Zellen produzierte Fibro-
nektin in Fibrillen an die Oberfla¨che angelagert werden. Bei den Kontrolloberfla¨chen
(mit RGD-Bindung, mit einer Kontrollsequenz bzw. unmodifizierte Oberfla¨che) war
eine signifikant geringere bis gar keine Fibrillenbildung zu beobachten. Die in diese
Arbeit gewonnen Ergebnisse korrelieren mit dieser Hypothese. Bei den Oberfla¨chen mit
einer dichten, initial kovalent gebundenen Fibronektinmenge (500 ng/cm2) besitzen die
einzelnen Selbstassoziations-Doma¨nen der Fibronektinmoleku¨le den no¨tigen geringen
Abstand. Das in Abbildung 4.3 gezeigte dichte Fibronektinnetzwerk entsteht. Bei einer
geringen initialen Fibronektinkonzentration (100 ng/cm2 und 50 ng/cm2) ist die beno¨tig-
te Dichte der Selbstassioziations-Doma¨nen nur noch an einigen Stellen, verursacht
durch die geringe initiale Konzentration, vorhanden. Ausgeschiedenes Fibronektin kann
nur an diesen Stellen in die Fibrillen eingebaut werden und das Fibronektinnetzwerk
entsteht nur noch partiell an der Substratoberfla¨che.
Aber nicht nur die Anbindung des von den Zellen produzierten Fibronektins und die
daraus resultierenden Netzwerke werden durch die initiale Fibronektinkonzentration be-
stimmt. Auch die Einbindung anderer Proteine der Basallamina geschieht in Abha¨ngig-
keit der initialen Fibronektinkonzentration. So ist Kollagen IV nur in den Netzwerken des
Fibronektins zu finden (Abbildung 4.4 - a, gelbe Bildbereiche deuten auf Kolokaliserung
hin). Es erfolgt keine separate Anlagerung an die Oberfla¨che. Auch Capadona et al. [64]
findet nur eine Anlagerung von Kollagen in Netzwerke des Fibronektins. Bei Bildung
fibrilla¨rer Netzwerk wird das Fibronektindimer weiter aufgefaltet, als es beispielsweise
bei der Adsorption an der Oberfla¨che oder in Lo¨sung geschieht [29]. Durch diese Auffal-
tung sind die Anbindungsdoma¨nen fu¨r andere Proteine zuga¨nglicher als bei dem auf der
Oberfla¨che adsorbierten Fibronektins. Die von den Zellen produzierten Matrixproteine
ko¨nnen somit vorwiegend an das fibrilla¨re Fibronektin binden. Fu¨r Vitronektin wurden
a¨hnliche Resultate erzielt (Abbildung 4.4 - b).
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(a) (b)
Abbildung 4.4: a: Assoziation von Fibronektin (gru¨n) mit Kollagen IV (rot), Kolokalisierung
von beiden (gelb); b: Assoziation von Fibronektin (gru¨n) mit Vitronektin
(weiß); Messbalken 10µm
4.2 Proliferation
Die Zellen auf den verschiedenen Oberfla¨chen zeigten ein vergleichbar gutes Prolifera-
tionsverhalten. Beim Abbruch der Versuche war die Zellzahl von ca. 1 x 10 4 pro cm2
ausgesa¨ten Zellen (es sind anna¨hernd alle Zellen angewachsen) auf 4 - 5 x 104 Zellen pro
cm2 gestiegen.
Eine anna¨hernd gleiche Zellzahl nach 5 Tagen Zellkultur war auf den Substraten mit
unterschiedliche initial kovalent gebundenen Fibronektinkonzentration zu finden (Abbil-
dung 4.5). Nur bei den hydrolysierten Oberfla¨chen ist ein Unterschied in der Zellzahl zu
erkennen.
Da neben den Fibronektinnetzwerken keine zusa¨tzlichen Kollagen-, Vitronektin- oder
Lamininnetzwerke gefunden wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die initiale
Fibronektinmenge, die kovalent an der Oberfla¨che verankert ist, ausreichend Veranke-
rungspunkte fu¨r die Zellen darstellt.
Die Unterschiede in der Zellzahl (Abbildung: 4.5) auf den hydrolysierten Substraten
(physisorptive initiale Fibronektinanbindung) resultiert aus der Verdra¨ngung des Fi-
bronektins wa¨hrend der Zellkultur bei physisorptiver Anbindung. In Abha¨ngigkeit der
Oberfla¨cheneigenschaften wird das Fibronektin durch andere Proteine unterschiedlich
stark verdra¨ngt. Je sta¨rker die physisorptive Anbindung ist, um so weniger kann das
Fibronektin ausgetauscht werden. Wie schon erwa¨hnt liegt eine sta¨rkere Fibronektinbin-
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Abbildung 4.5: Zellzahl nach 5 Tagen Zellkultur, normiert wurde jeder Versuch einzeln mit
dem Mittelwert des jeweiligen Versuches, Messwerte aus 9 Versuchen
dung bei PO-MSA im Vergleich zu PP-MSA und PE-MSA vor [8, 9]. Demzufolge stehen
den Zellen auf PO-MSA wa¨hrend der Zellkultur eine gro¨ßere Anzahl von Adha¨sionsli-
ganden zur Verfu¨gung als auf den hydrophilen Oberfla¨chen, bei denen das Fibronektin
leichter durch andere nicht adha¨sive Proteine (z. B. HSA) verdra¨ngt werden kann. Das
erkla¨rt die ho¨here Zellzahl auf diesen Oberfla¨chen (PO-MSA gegenu¨ber PP-MSA und
PE-MSA; Abbildung 4.5).
4.3 Adha¨sionsrezeptoren
Um die Adha¨sion auf den verschiedenen Oberfla¨chen besser beurteilen zu ko¨nnen, wur-
den Integrine nachgewiesen, die bei der Adha¨sion von Endothelzellen eine Rolle spielen.
Ausgewa¨hlt wurden die Integrinketten α5 (CD49e) und αv (CD51), welche die Integri-
ne α5β1, αvβ3, αvβ5, αvβ6 und αvβ8 bilden. Nachweislich sind bei den Endothelzellen
die Integrine α5β1, αvβ3 und αvβ5 vorhanden, wobei α5β1 und αvβ3 die Adha¨sion zu
Fibronektin vermitteln und αvβ3 und αvβ5 die Adha¨sion zu Vitronektin [48, 49]. Die In-
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tegrinkette α5 wurde ausgewa¨hlt, weil die initiale Proteinbeschichtung mit Fibronektin
durchgefu¨hrt wurde und die Adha¨sion an dieses beurteilt werden sollte. Die Integrin-
kette αv wurde analysiert um eine zusa¨tzliche Adha¨sion der Zellen durch z. B. aus dem
Medium abgesonderte Proteine2 abzukla¨ren. Dazu wurden nur die extrazellula¨ren Ma-
trixproteine und die mit ihnen im Kontakt befindlichen Integrine, wie in Kapitel 3.4.1
beschrieben, fixiert und angefa¨rbt.
Abbildung 4.6: CD49e (gru¨n) Auspra¨gung im Vergleich zu den Fibronektinnetzwerken (weiß)
nach 5 Tagen Zellkultur; Messbalken 10µm
Abbildung 4.6 zeigt typische Bilder der Anordnung von CD49e und Fibronektin. Als
Auswahl sind hier die gesa¨ttigte initiale Fibronektinkonzentration (500 ng/cm2) und eine
geringe initiale Fibronektinkonzentration (50 ng/cm2) gezeigt. Wie gut zu erkennen ist,
werden CD49e Cluster nur an den Stellen gebildet, wo die Fibronektinmoleku¨le als Fi-
brillen vorliegen. Cukierman et al. [47] haben nachgewiesen, dass CD49e Intergrincluster
hauptsa¨chlich bei fibrilla¨ren Adha¨sionen auftreten. Somit ist die mit abnehmender in-
itialer Fibronektinkonzentration sinkende Anzahl an CD49e Integrinclustern zu erkla¨ren.
Die Anzahl und Komplexita¨t der resultierenden fibrilla¨ren Netzwerke nimmt mit geringer
werdenden initialer Fibronektinkonzentration ab, somit liegen weniger Fibronektinfibril-
len vor und es kommt zu einer geringeren Auspra¨gung der CD49e Integrincluster.
2Vitronektin ist im Blutplasma/Serum in sehr großer Menge vorhanden [37], CD51 ist ein vitronek-
tinrezeptor
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Auch bei der quantitativen Analyse des CD49e-Rezeptors ist eine starke Korrelation
zur Fibronektin-Konzentration festzustellen. Betrachtet man Diagramm 4.7 kann eine
A¨hnlichkeit in der Verteilung der Auspra¨gung von CD49e zu der Fibronektinmenge
(Abbildung 4.2) nach einem Kultivierungszeitraum von 5 Tagen erkannt werden. Je
weniger Fibronektin nach 5 Tagen Zellkultur auf den Oberfla¨chen nachzuweisen ist,
umso weniger ist CD49e vertreten. Dies zeigt eindeutig, dass CD49e und somit das α5β1
Integrin an der Adha¨sion von den Endothelzellen an das Fibronektin maßgeblich beteiligt
ist.
Abbildung 4.7: A¨quivalente CD49e Menge nach 5 Tagen Zellkultur, Mittelwert aus 6 Ver-
suchen, Bestimmung erfolgte u¨ber Intensita¨tsanalyse nach Immunofluores-
zenzfa¨rbung am LSM, normiert wurde jeder Versuch einzeln mit dem Mittel-
wert des jeweiligen Versuches, ∗: signifikante Unterschiede von PO-MSA ge-
genu¨ber PP-MSA und PE-MSA der jeweiligen initialen Fibronektinbeschich-
tung (p≤0,07), #: signifikante Unterschiede zwischen PP-MSA, PE-MSA
oder PO-MSA 500 ng/cm2 zu den jeweiligen Oberfla¨chen mit geringerer in-
itialer Fibronektinbeschichtung (p≤0,05)
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Wie Abbildung 4.5 zeigt, ist eine vergleichbare Zellzahl nach 5 Tagen Zellkultur auf na-
hezu allen Oberfla¨chen zu finden. Lichtmikrokopieaufnahmen zeigten einen konfluenten
Zellrasen. Da zwischen den Fibronektinnetzwerken bei geringeren initialen Fibronektin-
konzentrationen scheinbar keine Adha¨sion durch CD49e vermittelt wird (Abbildung 4.6),
stellte sich die Frage, ob neben CD49e noch andere Rezeptoren den Kontakt zur Ober-
fla¨che beziehungsweise zu anderen Matrixproteinen vermitteln. Aus diesem Grund wurde
die Auspra¨gung von CD51 (αv Kette) untersucht. Die Integrine αvβ3 und αvβ5 sind be-
kannt die Adha¨sion zu Vitronektin zu vermitteln. Wie Abbildung 4.8 zeigt, ist CD51
nur an den Stellen an der Adha¨sion beteiligt, an denen kein fibrilla¨res Fibronektin vor-
liegt. Andererseits war dieses Adha¨sionsmoleku¨l nur auf den hydrophoben Oberfla¨chen
(PO-MSA) zu finden. Auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA und PE-MSA) war
der Rezeptor nur in sehr wenigen Fa¨llen vertreten. Da eine a¨hnliche Vitronektinanrei-
cherung auf den Oberfla¨chen mit geringer initialer Fibronektinbeschichtung gefunden
wurde (Kapitel 4.1), kann dieses Pha¨nomen nur der Ausbildung von fokalen Adha¨sions-
punkten zugeschrieben werden, da bekannt ist, dass CD51 dort lokalisiert ist. Außerdem
wurde herausgefunden, dass bei Vorhandensein von extrazellula¨ren Matrixnetzwerken,
eher fibrilla¨re Adha¨sionen auftreten [47]. So ist es mo¨glich, dass durch die starke Prote-
inadsorption an den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) mit einer geringen initialen
Fibronektinkonzentration zusa¨tzlich fokale Adha¨sionspunkte ausgebildet werden.
Abbildung 4.8: Auspra¨gung von CD51 (rot) und der Fibronektinnetzwerke (gru¨n) auf
PO-MSA Oberfla¨chen; a: 500 ng/cm2; b: 100 ng/cm2; c: 50 ng/cm2 ; d: hy-
drolysiert 500 ng/cm2 initiale Fibronektinbeschichtung; Messbalken 10µm
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4.4 Zelladha¨sion und -morphologie
Neben der Beurteilung der Integrin-Adha¨sion an die extrazellula¨re Matrix wurde die
Adha¨sion der Endothelzellen auch mit RICM beurteilt. Abbildung 4.9 zeigt typische
Adha¨sionsmuster der Zellen auf den Oberfla¨chen. Dabei stellen die dunklen Fla¨chen
einen dichten Kontakt zur Oberfla¨che dar, die hellen Stellen deuten dagegen auf einen
gro¨ßeren Abstand der Zellen zur Substratoberfla¨che hin (vgl. Anhang A.3).
Abbildung 4.9: RICM-Aufnahmen mit dazugeho¨rigen Fibronektinnetzwerk (in vorhandenes
Netzwerk eingebautes fluoreszenzgefa¨rbtes Fibronektin)
hydrophobe Oberfla¨chen (PO-MSA): Fibronektin-Fibrillen als dunkle Mus-
ter im RICM-Bild (weiße Pfeile);
hydrophile Oberfla¨chen: Fibronektin-Fibrillen als helle und dunkle Muster
im RICM-Bild (weiße und schwarze Pfeile), demonstriert 3D-Netzwerk des
Fibronektins
Aus Abbildung 4.9 ist ersichtlich, dass die RICM-Muster mit den Fibronektin-
Fibrillen Gemeinsamkeiten aufweisen. Dabei spielen die Oberfla¨cheneigenschaften der
MSA-Copolymere eine Rolle. Auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) sind die
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Fibronektin-Fibrillen in den RICM-Aufnahmen u¨berwiegend als dunkle Stellen zuerken-
nen (Abbildung 4.9 weiße Pfeile), was auf einen engen Kontakt zur Substratoberfla¨che
hindeutet. Die hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA) dagegen zeigen die Fibronektin-
Fibrillen als dunkle, sowie als hellere Strukturen. Dies verdeutlicht eine mehr dreidi-
mensionale Struktur des Fibronekinnetzwerkes, in welches die Zellen eingebettet sind.
Weiterhin war erkennbar, dass Zellen bei fehlendem Fibronektinnetzwerk um-, bzw. un-
ter der Zelle einen engeren Kontakt zur Substratoberfla¨che aufweisen als Zellen mit einem
ausgepra¨gten Fibronektinnetzwerk. Verdeutlicht wird dies durch eine weitestgehend, ho-
mogenen schwache Intensita¨t der Zellen mit einem dichten Kontakt zur Oberfla¨che. Die
Zellen, die auf einem Fibronektinnetzwerk aufliegen zeigen eine hellere Gesamtintensita¨t
und ein strukturierteres RICM-Muster.
Die quantitative Auswertung der RICM-Bilder u¨ber die Erstellung des Parameterplots
(Abbildung 4.10 - b) und der Bestimmung des Substratabstandes der am ha¨ufigsten auf-
tretenden Bildhelligketen (vgl. Kapitel A.3 und 3.4.4) zeigt zusa¨tzlich den Einfluss der
initialen Fibronektinkonzentration (Abbildung 4.10- c). Bei geringer initial kovalenter
Fibronektinanbindung (50 ng/cm2, 100 ng/cm2) ist der mittlere Abstand der Zellen zur
Substratoberfla¨che ca. 10 nm geringer als bei den Oberfla¨chen mit einer hohen initialen
Fibronektinkonzentration (500 ng/cm2, kovalente oder physisorptive Anbindung). Als
Ursache kann dafu¨r die mit steigender initialer Fibronektinkonzentration resultieren-
de Fibronektinmenge (Kapitel 4.1, Abbildung 4.2) gesehen werden. Dadurch haben die
Zellen auf den Oberfla¨chen mit hoher initialer Fibronektinkonzentration eine dickere
extrazellula¨re Matrix, an der sie anbinden, als auf den Oberfla¨chen mit einer geringen
initialen Fibronektinkonzentration. Die Unterschiede im Adha¨sionsvehalten der Endo-
thelzellen auf den Substraten mit geringer, initial kovalent gebundener Fibronektinmenge
(100 ng/cm2, 50 ng/cm2) spiegeln sich in der quantitativen Auswertung der Zell-Substrat-
Absta¨nde wieder.Durch die sta¨rkere Bindung der Zellen, vermittelt durch αvβ3 auf den
hydrophoben Oberfla¨chen resultiert ein geringerer Abstand der Zellen zur Substratober-
fla¨che als bei den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA). Die hydrophilen Oberfla¨chen
weisen einen gro¨ßeren Abstand zur Substratoberfla¨che auf, da sie keine Adha¨sion u¨ber
die αvβ3 zur extrazellula¨ren Matrix aufweisen. Dadurch haben sie einen loseren Kontakt
zum Substrat.




Abbildung 4.10: a: Beispiel einer bearbeiteten RICM-Aufnahme von Endothelzellen
(PO-MSA, 500 ng/cm2, physisorptive Fibronektinankopplung, Bildbrei-
te = 31µm); b: dazugeho¨riger Parameterplot;
c: mittlerer Abstand der Zellen zur Substratoberfla¨che, Mittelwert aus zwei
Versuchen, Absta¨nde mit den Wellenla¨ngen 490 nm und 555 nm bestimmt
(vgl. Anlage A.3 und Kapitel 3.4.4)
Inwieweit die Substrateigenschaften die Differenzierung in kapillara¨hnliche Struktu-
ren bei einer zusa¨tzlichen Stimulierung der Angiogenese beeinflussen wurde mit einem
Angiogenese fo¨rdernden Versuch analysiert.
Dabei wurde die konfluente Zellkultur mit fibrilla¨ren Kollagen Typ I u¨berschichtet.
Es ist bekannt, dass Endothelzellen in dreidimensionalen Gelen (Matrigel, verschiedenen
Kollagengele [21, 65]) kapillara¨hnliche Strukturen ausbilden.
Wie aus Abbildung 4.11 zu erkennen ist, wuchsen die Zellen nicht in das Gel hinein,
sie verblieben eher auf der Oberfla¨che. Die U¨berschichtung beeinflusst aber die Morpho-
logie der Zellen wesentlich. So bilden sie vermehrt kapillara¨hnliche Strukturen aus. Die
Zellen auf PO-MSA zeigen eine eher flachere Morphologie verglichen mit den Zellen auf
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den hydrophileren Oberfla¨chen. Dort bildeten sie mehr dreidimensionale kapillara¨hnli-
che Strukturen aus. Aber auch die initiale Fibronektinkonzentration zeigte einen Einfluss
auf die Morphologiea¨nderung der Zellen. Vergleicht man die unterschiedlichen initialen
Fibronektinkonzentrationen der jeweiligen Substrate miteinander, ist zu erkennen, dass
mit abnehmender initialer Fibronektinkonzentration die Tendenz zur Ausbildung kapil-
lara¨hnlicher Strukturen zunimmt.
Abbildung 4.11: Zellen nach Kollagenu¨berschichtung, nach 4 Tagen Zellkultur und einer
anschließenden 24 h Kollagenu¨berschichtung, Messbalken: 200µm
4.5 Zusammenhang zwischen Oberfla¨cheneigenschaften,
Proteinadsorption und Zellverhalten
Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann man ein klares Bild der Wechselwirkungen
zwischen Endothelzellen, extrazellula¨rer Matrix (initial vorgegebener und von den
Zellen produzierter) und den Substrateigenschaften zeichnen. Abbildung 4.12 zeigt die
wesentlichen Einflussfaktoren auf die Entwicklung und Morphologie der Endothelzellen.
Die Menge der Anbindungspunkte (initiales Fibronektin und von den Zellen produzierte
extrazellula¨re Matrix) beeinflussen ebenso das Verhalten und die Morphologie der
Endothelzellen wie die Sta¨rke, der an die Substratoberfla¨che gebundenen extrazellula¨ren
Matrixproteine. Die Anbindungssta¨rke und Menge der Adha¨sionsstellen der Zellen
werden hauptsa¨chlich von den Substrateigenschaften der Zellkulturtra¨ger und der initial
vorgegebenen Fibronektinkonzentration beeinflusst.
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Abbildung 4.12: Zusammenhang der einzelnen Faktoren und Einfluss auf die Zellen und die
extrazellula¨re Umgebung
Liegt initial eine hohe Dichte kovalent gebundener Fibronektinmoleku¨le vor
(500 ng/cm2), so ko¨nnen die Zellen gut adha¨rieren. Das initial gebundene Fibronektin
kann dabei im Laufe der Zellkultur nicht ausgetauscht werden. Somit finden die Zellen
auch bei einem la¨ngeren Kultivierungszeitraum genu¨gend Anbindungspunkte, welche
den Zellen einen starken Kontakt zur Oberfla¨che vermitteln. Von den Zellen produzier-
tes Fibronektin und andere produzierte extrazellula¨re Matrixproteine ko¨nnen an das
vorhandene Fibronektin gebunden werden und unterliegen in Abha¨ngigkeit der Sub-
strateigenschaften einer mehr oder weniger starken Substratbindung.
Auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) ist das sekunda¨r angelagerte Fi-
bronektin neben der Anbindung an das initial kovalent gebundene Fibronektin
hydrophoben Wechselwirkungen ausgesetzt. Es entsteht ein feinstrukturiertes Fi-
bronektinnetzwerk, welches kaum Dreidimensionalita¨t aufweist (Abbildung: 4.3 und
4.9 - PO-MSA, 500 ng/cm2). Dagegen wurde auf den hydrophilen Oberfla¨chen mit
einer hohen, initial kovalent gebundenen Fibronektinbeschichtung ein dreidimensionales
Fibronektinnetzwerk gefunden (Abbildung 4.3, Kapitel 4.4). Da zusa¨tzlich angelagerte
Fibronektinmoleku¨le keinen hydrophoben Wechselwirkungen unterliegen, ko¨nnen die
Endothelzellen diese in ein dreidimensionales Netzwerk organisieren. Trotz der hohen
Auspra¨gung der bei der Adha¨sion beteiligten α5β1 Integrine auf den hydrophilen
Oberfla¨chen bleiben die Endothelzellen durch die bessere Flexibilita¨t der extrazellula¨ren
Matrix anpassungsfa¨hig. Ein Beispiel fu¨r die verbesserte Morphologieanpassung auf den
hydrophilen Oberfla¨chen ist die Induzierung der Angiogenese mit einem Kollagen Typ I
Gel (Kapitel 4.4). Die Zellen reagieren auf die U¨berschichtung mit der Bildung kapil-
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lara¨hnlicher Strukturen (Abbildung 4.11 - PP-MSA, 500 ng/cm2). Auf den hydrophoben
Oberfla¨chen adha¨rieren die Endothelzellen mit einer gleichen Anzahl α5β1-Integrine
wie auf den hydrophilen Oberfla¨chen, sind aber, durch die sta¨rkere Bindung der
extrazellula¨ren Matrix an der Substratoberfla¨che, weniger anpassungsfa¨hig. Dies a¨ußert
sich in einer eher flacheren Morphologie der Endothelzellen bei U¨berschichtung mit
Kollagen Typ I Gel (Abbildung 4.11 - PO-MSA, 500 ng/cm2).
Auch bei einer hohen initialen, physisorptiven Fibronektinanbindung ko¨nnen die Zel-
len problemlos adha¨rieren. Das Verhalten der Endothelzellen ha¨ngt in diesem Fall aber
von den Substrateigenschaften ab.
Auf hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA) spielen bei der Physisorption des
Fibronektins nur schwache elektrostatischen Wechselwirkungen eine Rolle. Dadurch sind
die initial gebundenen Fibronektinmoleku¨le nur schwach an der Oberfla¨che angebunden
und ko¨nnen durch Mediumproteine sowie durch die, von den Zellen produzierten Matrix-
proteine ausgetauscht werden. Die geringere Fibronektinmenge nach 5 Tagen Zellkultur
(Abbildung 4.2) verdeutlicht die Verdra¨ngung des Fibronektins durch Proteine z. B. aus
dem Kulturmedium. Die schwache Bindung der Matrixproteine (initial aufgebrachtes
Fibronektin und zusa¨tzlich adsorbierende extrazellula¨re Matrixproteine) ermo¨glicht den
Zellen ihre extrazellula¨re Matrix so umzuordnen, dass sie dem nativen Zustand ange-
passt werden kann. Das Fehlen der αvβ3 Integrine (Kapitel 4.3) gibt ebenso Hinweise auf
einen in vivo a¨hnlichen Aufbau der entstandenen extrazellula¨ren Matrix. Cukierman et
al. [47] haben nachgewiesen, dass die αvβ3 Integrine bei der Adha¨sion in vivo nicht betei-
ligt sind. Dominierend bei den in vivo-Adha¨sionen waren die, hier auch nachgewiesenen
α5β1 Integrine. Zusa¨tzlich stehen durch den Austausch des Fibronektins an der Substra-
toberfla¨che gegen andere Proteine den Zellen weniger Adha¨sionsstellen zur Verfu¨gung.
Dies a¨ußert sich in einer geringeren Auspra¨gung des α5β1 Integrins. Die Dreidimensiona-
lita¨t der extrazellula¨ren Matrix, die schwa¨chere Bindung dieser an der Substratoberfla¨che
und somit geringere Verankerungsstellen der Zellen an der Substratoberfla¨che ermo¨glicht
eine flexiblere Anpassung der Morphologie.
Auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) unterliegen die initial aufgebrachten
Fibronektinmoleku¨le dagegen starken hydrophoben Wechselwirkungen. Sie werden
kaum gegen Proteinen aus dem Medium ausgetauscht. Die Zellen finden auch u¨ber
einen la¨ngeren Zeitraum genu¨gend Adha¨sionsstellen, was sich in der ho¨heren Anzahl
der α5β1 Integrine wiederspiegelt (Abbildung 4.7). Die von den Zellen produzierten
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Proteine ko¨nnen problemlos an das vorgegebene Fibronektin anbinden. Es entsteht
ein a¨hnlich dichtes Fibronektinnetzwerk wie auf den Oberfla¨chen mit einer kovalenten,
initialen Fibronektinanbindung. Da aufgrund der starken hydrophoben Wechsel-
wirkungen das initial angebundene Fibronektin schwach umgeordnet werden kann,
ist das entstehende dreidimensionale Fibronektinnetzwerk nicht ganz so fein strukturiert.
Neben dem Einfluss der Anbindungssta¨rke einer initial hohen Adha¨sionsproteindichte
beeinflusst auch die initiale Konzentration kovalent gebundener Matrixproteine die
Zellmorphologie. Mit geringerer initialer Fibronektinkonzentration sinkt einerseits
die Menge der Anbindungspunkte fu¨r die Zellen und andererseits die Verknu¨pfungs-
punkte fu¨r die produzierten Matrixproteine. Deutlich wird dies durch eine geringere
Fibronektinmenge nach 5 Tagen Zellkultur (Abbildung 4.2). Wie in Kapitel 4.1
beschrieben, stehen bei geringer, initial kovalent gebundener Fibronektinkonzen-
tration fu¨r das zellproduzierte Fibronektin weniger Bindungspunkte an der schon
vorhandene extrazellula¨ren Matrix (geringe initial aufgebrachte Fibronektinmenge) zur
Verfu¨gung. Es wird zusa¨tzlich u¨ber die Wechselwirkungen mit der Substratoberfla¨che
physisorptiv an die Oberfla¨che angelagert. Dadurch bleibt das Fibronektin fu¨r die
Zellen in Abha¨ngigkeit der Substrateigenschaften reorganisierbar. Es entsteht eine
dreidimensionale Fibronektinmatrix, die aber aufgrund der geringen, initial kovalent
gebundenen Fibronektinkonzentration, die weniger dauerhaft stabile Anbindungspunkte
fu¨r die sekunda¨r angelagerten Medium- und zellproduzierte Proteine vermittelt, nicht so
kompakt ist. Die Zellen zeigen weniger Adha¨sionsstellen unter der Beteiligung des α5β1
Integrins (Abbildung 4.7) und ko¨nnen somit besser auf weitere Umgebungseinflu¨sse
reagieren. Deutlich wird dies bei der Kollagen Typ I U¨berschichtung. Abbildung 4.11
zeigt bei U¨berschichtung bei den Oberfla¨chen mit einer geringeren initialen Fibronek-
tinbeschichtung eine sta¨rkere Tendenz zur Ausbildung kapillara¨hnlicher Strukturen
im Vergleich zu den jeweiligen Substratoberfla¨che mit einer dichten initialen, kovalent
gebundenen Fibronektinkonzentration.
Wie auch bei den Substraten mit einer physisorptiven initialen Fibronektinanbindung
beeinflussen die Substrateigenschaften und die damit verbundenen Unterschiede in der
Proteinanbindung das Verhalten der Endothelzellen auf den Oberfla¨chen mit einer ge-
ringen, initial kovalent gebundenen Fibronektinkonzentration. Da auf den hydrophilen
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Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA) die wa¨hrend der Zellkultur an der Oberfla¨che ange-
lagerten Proteine (Proteine aus dem Medium oder zellproduzierte Proteine) schwachen
elektrostatischen Wechselwirkungen unterliegen, ko¨nnen diese wa¨hrend der Zellkultur
von den Zellen umgeordnet und ausgetauscht werden. Dadurch ist es den Zellen mo¨glich
ein dem in vivo Zustand a¨hnliches extrazellula¨res Netzwerk aufzubauen. Besta¨tigt wird
dieser in vivo a¨hnliche Zustand des Netzwerkes durch das Fehlen der αvβ3 Integrine, die
bei in vivo Adha¨sion nicht nachgewiesen wurden [47].
Die initial kovalente Anbindung einer geringen Fibronektinkonzentration vermittelt
dauerhaft stabile Adha¨sionsstellen und ermo¨glicht den Zellen eine angemessene Ent-
wicklung. Andererseits bleiben die Endothelzellen durch eine geringe Anzahl stark ge-
bundener Adha¨sionsstellen 3 flexibel in ihrer Morphologieanpassung, da sie einen loseren
Kontakt zur Substratoberfla¨che besitzen und die sekunda¨r angelagerten Adha¨sionspro-
teine nur schwach an die Substratoberfla¨che gebunden sind. Eine geringere Beteiligung
der α5β1 Integrine an der Adha¨sion im Vergleich zu den Oberfla¨chen mit einer dichten
initial kovalent gebundenen Fibronektinmenge, bekra¨ftigt die ho¨here Flexibilita¨t in der
Morphologieanpassung der Endothelzellen.
Auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) werden die zusa¨tzlich angelagerten
Proteine u¨ber hydrophobe Wechselwirkungen sta¨rker an die Substratoberfla¨che ge-
bunden. Dies a¨ußert sich in einem dichteren Fibronektinnetzwerk im Vergleich zu
den hydrophilen Oberfla¨chen. Die Endothelzellen adha¨rieren im Vergleich zu den
hydrophilen Oberfla¨chen u¨ber eine ho¨here Anzahl α5β1 Integrine bedingt durch die
gro¨ßere Menge an Fibronektin. Zusa¨tzlich sind sie u¨ber das Integrin αvβ3 mit der
extrazellula¨ren Matrix verbunden. Dadurch unterliegen die Zellen auf diesen hydro-
phoben Oberfla¨chen einer sta¨rkeren Substratanbindung und ko¨nnen auf A¨nderung
der Umgebungsbedingungen nicht so flexibel reagieren. Bei der Stimulierung der
Angiogenese mittels U¨berschichtung mit Kollagen Typ 1 a¨ußert sich die engere Bindung
an die Substratoberfla¨che in einer gehemmten Bildung kapillara¨hnlicher Strukturen.
Die Endothelzellen auf den hydrophilen Oberfla¨chen zeigen eine wesentlich bessere
Differenzierung in kapillara¨hnliche Strukturen (Abbildung 4.11).
Das Differenzierungsverhalten der Endothelzellen kann zusa¨tzlich mit dem Tensegrity
Modell von D.G. Ingber unterlegt werden (Kapitel 2.2.5, [59, 60]). Die starke Bindung
der extrazellula¨ren Matrix an die Substratoberfla¨che, sowie die Auspra¨gung einer hohen
3initial kovalent gebundenes Fibronektin
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Anzahl von Integrinen auf den hydrophoben Oberfla¨chen u¨ben eine große Kraft auf die
Zellen aus. Dadurch sind sie stark an die Oberfla¨che gebunden. Die Zellen mu¨ssen fu¨r eine
Morphologiea¨nderung eine gro¨ßere Kraft aufbringen, als beispielsweise auf den hydrophi-
len Oberfla¨chen, wo die extrazellula¨re Matrix eine schwa¨chere Bindung an die Oberfla¨che
aufweist. Da mit Abnahme der initial, kovalent gebundenen Fibronektinmenge die An-
bindungspunkte fu¨r die Endothelzellen geringer werden (geringere Integrinauspra¨gung),
nimmt die von der extrazellula¨ren Matrix ausgehende Vorspannung der Zellen ab. Die
Zellen sind bei Stimulierung fa¨hig ihre Morphologie besser anzupassen. Dabei spielen die
Substrateigenschaften hinsichtlich der Sta¨rke der Anbindung der extrazellula¨ren Matrix
eine Rolle. Die sta¨rkere Anbindung der extrazellula¨ren Matrix auf den hydrophoben
Oberfla¨chen u¨bt eine gro¨ßere Kraft auf die Endothelzellen aus. Dadurch zeigen sie eine
schwa¨chere Ausbildung kapillara¨hnlicher Strukturen bei Stimulierung der Angiogenese
(Kapitel 4.4) als auf den hydrophilen Oberfla¨chen.
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4.6 Strukturierte Oberfla¨chen
Fu¨r eine Stabilisierung mo¨glicher dreidimensionaler Zellassemblate wurden die Erkennt-
nisse der Zellkultivierung auf planaren Polymeroberfla¨chen auf dreidimensionalen Struk-
turen im Mikrometermaßstab u¨bertragen. Dazu wurden die Endothelzellen wie in Ka-
pitel 3.3 beschrieben auf dreidimensional strukturierten Silikonscaffolds, die mit den
MSA-Copolymeren beschichtet waren (Kapitel 3.2.2) kultiviert. Die anschließende Ana-
lyse erfolgte mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie und Raster Elektronen Mi-
kroskopie.
4.6.1 Charakterisierung der beschichteten Silikonstrukturen
Bevor die Silikonpra¨parate fu¨r die Zellkultur verwendet werden konnten, musste die
Pra¨paration der Strukturen optimiert werden. Die Analyse der Pra¨parate erfolgte mit-
tels Ro¨ntgeninduzierte Photoelektronenspektroskopie (XPS) bzw. mittels Fibronektin-
Umordnungsversuche durch Endothelzellen.
Abbildung 4.13 zeigt die Ergebnisse der XPS-Messung. Die hochaufgelo¨sten C 1s Koh-
lenstoffspektren zeigen die chemische Umgebung der Kohlenstoffatome der jeweils an-
gebundenen MSA-Copolymere. Der Peak einer Bindungsenergie von 285 eV (Teilpeak
A, Abbildung 4.13) steht fu¨r Kohlenstoffatome, die nur Bindungen zu anderen Kohlen-
stoffatomen oder Wasserstoffatomen aufweisen. Dieser Teilpeak repra¨sentiert die Koh-
lenstoffatome in den Comonomeren Polyoctadecen, Polypropen und Polyethylen, sowie
die Kohlenstoffatome im MSA-Comonomer, die keine Bindung zu Sauerstoff aufwei-
sen. Eine Erho¨hung der Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung resultiert in einer Erho¨hung der
Bindungsenergie. Die Charakterisierung der beiden anderen Teilpeaks kann anhand der
involvierten Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen erfolgen. So zeigt Teilpeak B eine Sau-
erstoffbindung (Kohlenstoffatome in der Imidbindung) und Teilpeak C die Bindung
der Kohlenstoffatome in der Anhydridgruppe (3 Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen). Da
in allen drei C 1s Spektren der Peak der Anhydridgruppe zu finden ist, kann davon
ausgegangen werden, dass die MSA-Copolymere erfolgreich an die Silikonoberfla¨chen
angebunden wurden. Der Unterschied in der Ho¨he der MSA-Peaks resultiert aus dem
unterschiedlichen Verha¨ltnis der Kohlenstoffatome der Comonomer zu denen des MSA.
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(a) (b) (c)
(d)
Abbildung 4.13: XPS-Diagramme der angebundenen MSA-Copoloymere auf Silikonober-
fla¨chen; a: PO-MSA; b: PP-MSA; c: PE-MSA; d: Strukturformel der ange-
bundenen MSA-Copolymere mit Zuordnung der Teilpeaks, R steht fu¨r die
jeweiligen Comonomere (PE-MSA: R =H; PP-MSA: R = CH3; PO-MSA:
R = CH3–(CH2)15)
Ein weiterer Nachweis der erfolgreichen Anbindung der Copolymere an das Silikon war
die Umordnung physisorptiv an die MSA-Copolymere gebundenen Fibronektins durch
die Endothelzellen. Kovalent gebundenes Fibronektin kann von den Endothelzellen nicht
umgeordnet werden. Dazu wurden ein Teil der Silikonpra¨parate mit den aufgebrachten
MSA-Copolymeren hydrolysiert. Der andere Teil der Proben wurde bei 120 ◦C fu¨r 2 h
inkubiert. Bei erfolgreicher Anbindung der MSA-Copolymere an die Silikonoberfla¨che
wird das aufgebrachte Fibronektin bei den hydrolysierten Proben nur physisorptiv an-
gebunden. Bei den wa¨rmebehandelten Proben (2 h 120 ◦C) wird das initial aufgebrachte
Fibronektin kovalent an die Oberfla¨che gekoppelt (vgl. Kapitel 2.1.2)
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Abbildung 4.14 zeigt die Umordnung des Fibronektins nur auf den Oberfla¨chen mit
physisorptiver Fibronektinanbindung. Da keine Umordnung auf den Oberfla¨chen mit
kovalenter Fibronektinanbindung zu erkennen ist, kann davon ausgegangen werden,
dass die MSA-Copolymere erfolgreich an der Silikonoberfla¨che angebunden waren.
Abbildung 4.14: Umordnung des Fibronektins auf planaren, mit MSA-Copolymeren be-
schichteten Silikonproben durch die Endothelzellen, rot - Fibronektin-
TAMRA, gru¨n - Zytoplasma der Zellen; Messbalken 20µm
4.6.2 Ergebnisse der Endothelzellkultivierung auf strukturierten
Oberfla¨chen
Allgemein war festzustellen, dass unabha¨ngig von der initialen Fibronektinkonzentra-
tion die Endothelzellen nur auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA) in
der Lage waren ihre Morphologie auch einer fein strukturierten Oberfla¨che anzupassen.
Sie besiedelten die Gra¨ben der Breite 10µm und 20µm genauso gut wie die gro¨ßeren
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Abbildung 4.15: Endothelzellbesiedlung der strukturierten Oberfla¨chen in Abha¨ngigkeit der
Grabenbreite und der Oberfla¨cheneigenschaften; Fibronektinbeschichtung:
100 ng/cm2; rot: Aktinskelett der Endothelzellen, gru¨n: eingelagertes Dex-
tran (Alex-Fluor 488 gelabelten, verdeutlicht Vakuolen = Vorstufe der Lu-
men), gepunktete Linie deutet die Lage der Gra¨ben und Stege an
Grabenbreiten (30µm, 40µm, Abbildung 4.15). Zusa¨tzlich war eine nahezu konfluente
Zellschicht auf den Stegen zu erkennen.
Auf den hydrophoben Oberfla¨chen konnten die Endothelzellen ihre Morphologie erst
ab einer Grabenbreite von ca. 30µm der Struktur anpassen. Bei geringeren Breiten
(10µm, 20µm) bildeten die Zellen einen Zellrasen u¨ber die Gra¨ben hinweg (Abbil-
dung 4.15).
Die in Kapitel 4.5 gewonnen Erkenntnisse der besseren Morphologieanpassung bei den
Substratoberfla¨chen mit einer geringen initialen Fibronektinkonzentration (50 ng/cm2,
100 ng/cm2) konnte bei dem Wachstum der Endothelzellen auf den strukturierten Ober-
fla¨chen ebenfalls beobachtet werden. So war eine bessere und dreidimensionale Bildung
kapillara¨hnlicher Strukturen auf den hydrophilen Oberfla¨chen mit einer geringen, initial
kovalent gebundenen Fibronektinkonzentration zu erkennen.
Um eine eventuelle Kapillarbildung der Zellen nachzuweisen wurde das Medium mit
Alex-Fluor 488 gelabelten Dextran versetzt. Den Endothelzellen ist es aufgrund der
Gro¨ße des Moleku¨les nur mo¨glich, das Dextran aktiv u¨ber Endozytose aufzunehmen.
Dieser Prozess stellt den Ausgangspunkt fu¨r die Kapillarbildung in den Endothelzellen
dar (Kapitel 2.2.1). Eine direkte Kapillarbildung in den Endothelzellen konnte nicht
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nachgewiesen werden, jedoch waren Ansa¨tze einer Lumenbildung, vor allem bei Zellen
die auf den hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA und PE-MSA) in den Gra¨ben der
Breite 10µm bis 20µm wuchsen, feststellbar. Abbildung 4.16 zeigt neben einer guten
Besiedlung der Gra¨ben (Abbildung 4.16 - a und e) auch die Anfa¨nge der Lumenbildung
bei Zellen in den Gra¨ben (Abbildung 4.16 - b-d).
Abbildung 4.16: Endothelzellen (rot: Zytosklett, gru¨n: eingelagertes Dextran (Vakuolen))
auf PP-MSA beschichteten Silikonstrukturen, Grabenbreite 10µm; initiale
Fibronektinbeschichtung: 100 ng/cm2;
a: Endothelzellen auf den Strukturen, abgebildete Querschnitte (rechter
und unterer Bildbereich) entlang der dargestellten Linien; Pfeil zeigt die
Ebene der Gra¨ben, die Linie im unteren Bildbereich zeigt die Ebene der
Stege; b-d: in die Gra¨ben eingewachsenen Zellen mit Vakuolen (gru¨n, Dex-
tran); e: Endothelzellen in den Gra¨ben; Messbalken 50µm
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Substrateigenschaften und die initiale Fibronektin-
konzentration auch bei dreidimensionalen Substraten einen Einfluss auf das Verhalten
der Endothelzellen haben. Die in Kapitel 4.5 beschriebenen und diskutierten Effekte
auf das Verhalten der Endothelzellen ko¨nnen auch auf dreidimensionale Zellkulturtra¨ger
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bezogen werden.
Eine hohe, initial kovalent gebundene Fibronektinkonzentration vermittelt den Zellen
eine große Anzahl stark gebundener Anheftungspunkte. Die Zellen sind u¨ber eine Viel-
zahl von Integrinen (α5β1, αvβ3, Abbildung 4.7 und 4.8) mit der extrazellula¨ren Matrix,
welche eine starke Bindung zur Substratoberfla¨che aufweist, verbunden. Dadurch sind
die Zellen kaum in der Lage ihr Wachstum einer fein strukturierten Geometrie (hier
Gra¨ben der Breite 10µm und 20µm) anzupassen. Auf den hydrophilen Oberfla¨chen
mit einer hoher, initial kovalent gebundenen Fibronektinkonzentration unterliegt das se-
kunda¨r aufgebrachte Fibronektin nicht den hydrophoben Wechselwirkungen, die auf den
hydrophoben Oberfla¨chen zusa¨tzlich auftreten. Die Endothelzellen ko¨nnen das sekunda¨r
aufgebrachte Fibronektin in ein dreidimensionales Netzwerk umorganisieren, sind dem-
zufolge flexibler in der Anpassung ihrer Morphologie, auch auf fein strukturierte Ober-
fla¨chen.
Eine geringe, initial kovalent gebundene Fibronektinkonzentration vermittelt den Zel-
len unabha¨ngig vom MSA-Copolymer u¨ber den Kultivierungszeitraum eine gleichblei-
bende Anzahl von Anheftungsfaktoren. Wie in Kapitel 4.3 beschrieben, pra¨gen die Endo-
thelzellen auf diesen Oberfla¨chen weniger an der Adha¨sion beteiligte Integrine aus. Da-
durch ko¨nnen sie ihre Morphologie einer Struktura¨nderung besser anpassen. Der Unter-
schied zwischen den hydrophoben (PO-MSA) und hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA,
bessere Morphologieanpassung) liegt in den im Kapitel 4.5 diskutierten Ursachen, wie
einer schwa¨cheren Physisorption von Sekunda¨rproteinen und schwa¨cheren Auspra¨gung
von an der Adha¨sion beteiligten Integrinen (α5β1, αvβ3) auf den hydrophilen Oberfla¨chen
(PO-MSA). Dadurch ko¨nnen die Endothelzellen auf diesen Oberfla¨chen ihre Morphologie
besser den Strukturen anpassen und vermehrt kapillara¨hnliche Strukturen ausbilden.
5 Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war es durch Variation der Anbindungssta¨rke und -anzahl des extrazel-
lula¨ren Matrixproteins Fibronektins an die MSA-Copolymere den Einfluss des Aufbaus
der extrazellula¨ren Matrix auf das Differenzierungsverhalten der Endothelzellen aufzu-
kla¨ren. So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Substrateigen-
schaften der Zellkulturtra¨ger das Verhalten der Zellen maßgeblich beeinflussen. Bedingt
wird dieses unterschiedliche Verhalten durch die verschiedenen Bindungsaffinita¨ten der
Proteine zu den unterschiedlichen MSA-Coploymeren. Aber auch die initiale Konzentra-
tion von Adha¨sionsproteinen an der Substratoberfla¨che ist bedeutend fu¨r das Verhalten
der Zellen.
Liegt eine hohe Anzahl stark an die Oberfla¨che gebundener Adha¨sionsproteine (hier
Fibronektin) vor, so finden die Zellen viele Anbindungspunkte. Die starke Bindung des
Fibronektins an die Substratoberfla¨che fu¨hrt zu einem mehr oder weniger degenerierten
Zustand der Proteine. Bedingt durch die hohe Anzahl stark gebundener Adha¨sions-
proteine bilden die Zellen einen engen Zell-Matrix-Kontakt aus. Die starke Bindung der
Proteine an die Oberfla¨che induziert, dass die Endothelzellen das Fibronektin nicht oder
nur kaum umordnen ko¨nnen. Somit sind die Zellen nicht in der Lage einen in vivo-a¨hn-
lichen Aufbau der extrazellula¨ren Matrix zu realisieren. Die Zellen sind weniger flexibel
in ihrer Morphologieanpassung und ko¨nnen auf eine Stimulierung der Angiogenese nicht
mit der Bildung kapillara¨hnlicher Strukturen reagieren.
Sind dagegen wenig, schwach gebundene Adha¨sionsproteine (Substratoberfla¨chen mit
einer schwachen initialen Ankopplung weniger Adha¨sionsproteine1, hier Fibronektin) an
der Substratoberfla¨che zu finden, so sind die Zellen kaum in der Lage zu adha¨rieren, bzw.
die Adha¨sionsproteine ko¨nnen problemlos durch andere, zum Teil antiadha¨sive Proteine
ausgetauscht werden. Damit ist eine Adha¨sion und angemessene Entwicklung der Zellen
auf diesen Oberfla¨chen kaum mo¨glich.
Optimal fu¨r eine gute Adha¨sion und native Entwicklung der Zellen ist die stabile
(kovalente) Anbindung weniger Adha¨sionsproteine an die Substratoberfla¨che, so dass
1hydrolysierte, hydrophile Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA)
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die Zellen problemlos adha¨rieren ko¨nnen. Des Weiteren sollte die zusa¨tzliche Proteinad-
sorption an der Substratoberfla¨che unter der Beibehaltung der nativen Proteinstruktur
erfolgen, sowie eine Reorganisierung durch die Zellen mo¨glich sein. Diese Eigenschaften
wiesen die hydrophilen Substrate (PP-MSA, PE-MSA) mit 50 ng/cm2 bzw. 100 ng/cm2
initial kovalent gebundener Fibronektinmenge auf. Auf diesen Oberfla¨chen ist es mo¨glich,
dass ein dem in vivo Zustand a¨hnlicher Aufbau der extrazellula¨ren Matrix realisiert wer-
den kann. Dies ermo¨glicht den Zellen wiederum ein natu¨rliches Verhalten. Sie bilden nur
die auch in vivo nachgewiesenen Adha¨sionen [47] u¨ber die Integrine α5β1 aus und sind
nicht u¨ber die Integrine αvβ3 mit der extrazellula¨ren Matrix gekoppelt. Dadurch haben
sie einen eher lockeren Kontakt zum Substrat und sind sehr flexibel in ihrer Morpho-
logieanpassung. Unter diesen Bedingungen war es mo¨glich, dass die Endothelzellen bei
Stimulierung der Angiogenese kapillara¨hnliche Strukturen ausbildeten.
Die Verwendung dreidimensionaler Zellkulturtra¨ger zeigte eine Unterstu¨tzung der
Kapillarbildung der Endothelzellen in Abha¨ngigkeit der Substratoberfla¨che. So wa-
ren oben genannte Effekte der Substrateigenschaften auch bei der Kultivierung der
Endothelzellen auf dreidimensionale Zellkulturtra¨ger ausschlaggebend. Eine bessere
Kapillarbildung bei den Endothelzellen konnte auf den Substraten mit einer geringen
initial kovalent gebundener Fibronektinmenge und schwacher Physisorption von zell-
produzierten Proteinen und Mediumproteinen gefunden werden.
Abschließend kann festgestellt werden, dass fu¨r die Stimulation der Angiogenese von
Endothelzellen an Materialoberfla¨chen die Oberfla¨cheneigenschaften des Materials hin-
sichtlich der Wechselwirkungssta¨rke mit den Proteinen der extrazellula¨ren Matrix so
eingestellt werden mu¨ssen, dass eine wirksame jedoch nicht zu starke Anbindung er-
folgt. Dabei ist die Anzahl der stabilen Anbindungspunkte so zu wa¨hlen, dass die Zellen
genu¨gend Adha¨sionsstellen finden, aber dennoch nicht so stark an die Substratoberfla¨che
gekoppelt sind. Unter diesen Umsta¨nden ko¨nnen die Zellen problemlos an der Oberfla¨che
adha¨rieren, sie ko¨nnen ihre Umgebungsmatrix umorganisieren und ihre Morphologie den
Umgebungsbedingungen anpassen. Damit ist es den Endothelzellen mo¨glich kapillara¨hn-
liche Strukturen auf planaren sowie strukturierten Materialoberfla¨chen zu bilden.
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A.1 Begriffsabgrenzung – Adsorption, Physisorption und
Chemisorption
Adsorption Beim Vorgang der Adsorption lagert sich ein Atom oder Moleku¨l
aus einem Gas oder einer Flu¨ssigkeit an einer Oberfla¨che des Ad-
sorbens an.
Physisorption Die Physisorption beschreibt alle Adsorptionen, die zu keiner
Vera¨nderung der chemischen Struktur des Adsorbats oder Adsor-
bens fu¨hren. Lediglich geringe Relaxationen treten auf.
Chemisorption Ist die Anlagerung eines Stoffes an der Oberfla¨che mit der Ausbil-
dung einer chemischen Bindung
A.2 Zusammensetzung des Endothelzellmediums
Zusatz zum Basalmedium Konzentration
rekombinantes b-FGF (basic Fibroblast Growth Factor, human) 1.0 ng/ml
ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin) 0.004 ml/ml
rekombinantes EGF (Epidermal Growth Factor, human) 0.1 ng/ml
Hydrocortison 1.0µg/ml
Phenolrot 0.62 ng/ml
FCS (Fetal Calf Serum) 2%
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A.3 Reflexion-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
Mit Hilfe der Reflexion-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM) ko¨nnen Absta¨nde von
wenigen Nanometern von Objekten zu transparenten Oberfla¨chen gemessen werden. Die
Methode wird hauptsa¨chlich angewandt um die Adha¨sion von Zellen oder Vesikeln an
Grenzfla¨chen zu untersuchen, da die Untersuchungen auch ohne zusa¨tzliche Probenma-
nipulation (Fa¨rbung, Fixierung) mo¨glich ist [66].
Abbildung A.1: Methode der RICM
Abbildung A.1 - b zeigt das Prinzip der RICM. Dabei wird auf die Probe gelenktes
Licht nur von der Glas/Medium-Grenzfla¨che1 und der Medium/Zellgrenzfla¨che reflek-
1da die MSA-Copolymere und Glas einen a¨hnlichen Brechungsindex besitzen (∼ 1,5), wird die, in un-
serem Versuchsaufbau vorhandene MSA-Copolymerschicht dem Glas zugerechnet und nicht einzeln
erwa¨hnt
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tiert, da sich zwischen Objektiv und Deckglas ein Immersionso¨lfilm befindet, der ein
ungehindertes Durchtreten des Lichtes durch die Grenzfla¨che ermo¨glicht. Bei der U¨berla-
gerung der reflektierten Lichtwellen (der Grenzfla¨chen Glas/Medium und Medium/Zelle)
entstehen Interferenzmuster. Abbildung A.1 - d zeigt ein typisches Interferogramm eines
kugelfo¨rmigen Partikels. Anhand der entstehenden Muster kann man den Abstand von
der Oberfla¨che und das Ho¨henprofil der Partikel bestimmen.
Interferenz beschreibt die U¨berlagerung von zwei oder mehreren Wellen nach dem
Superpositionsprinzip. Bei U¨berlagerung von sinusfo¨rmigen Wellen mit gleicher Wel-
lenla¨nge und gleicher Phase versta¨rkt sich die Amplitude. Es entsteht eine konstruktive
Interferenz. Sind zwei Wellen mit gleicher Amplitude um 180 ◦ (λ/2) phasenverschoben,
lo¨schen sie sich gegenseitig aus. Man spricht dann von destruktiver Interferenz. Dabei
kann man die Intensita¨t der resultierenden Welle mittels der Fresnel-Gleichung (Glei-
chung A.1, Bezug der Indices auf Abbildung A.1 - b) beschreiben.









Dabei ist δ die, durch die Reflexion an einem optisch dichteren Medium entstehende
Phasenverschiebung, h(x) ist die Distanz des Objektes von der Glasoberfla¨che, λ die
Wellenla¨nge des einstrahlenden Lichtes und nM ist der Brechungsindex des umgebenden
Mediums. Die Intensita¨ten der reflektierten Wellen an den Phasengrenzen Glas-Medium













Aus Gleichung A.1 ist ersichtlich, dass Objekte, die direkten Kontakt zur Glasoberfla¨che
besitzen, eine Auslo¨schung der Intensita¨ten erzwingen (h(x) = 0, δ = pi). Außerdem wird
in diesem Sonderfall IGM = IMZ . Somit wird die resultierende Intensita¨t I(x) = 0.
Die Auslo¨schung von zwei Wellen mit gleicher Frequenz und Amplitude geschieht bei







Der Gangunterschied der die Auslo¨schung von zwei Wellen beschreibt, welche Phasen-
grenzen durchtreten mu¨ssen, kann mit Gleichung A.4 berechnet werden.
∆s = 2hnM (A.4)
Aus beiden Gleichungen (Gleichung A.3 und Gleichung A.4) kann der tatsa¨chliche
Ho¨henunterschied (∆h, Abbildung A.1 - d) berechnet werden, der zwischen einer
Auslo¨schung und einer maximalen Versta¨rkung liegt (Gleichung A.5). Abbildung A.1 -
d zeigt wie aus bekanntem ∆h und den Interferogrammen das Ho¨henprofil eines ku-





Die reflektierten Intensita¨ten von biologischen Proben sind sehr gering. Reflektierte
Strahlen aus dem optischen Strahlengang des Mikroskops sind wesentlich intensiver,
und u¨berlagern die eigentlich zu untersuchenden Interferenzen. Um dieses Problem
zu umgehen wurde die Antiflex-Technik entwickelt. Monochromatisches Licht wird
dabei durch einen Polarisator P1 (Abbildung A.1 - c) geleitet, der einen linear po-
larisierten Strahl erzeugt. Im Objektiv ist eine λ/4-Platte eingebaut, die das Licht
zirkular polarisiert. Der Strahl wird nun wie bereits beschrieben an der Zelle und der
Glas-Medium-Grenzfla¨che reflektiert. Jedes zirkular polarisiertes Licht a¨ndert bei der
Reflexion die Polarisationsrichtung und geht erneut durch die λ/4-Platte, was wiederum
in einen linear polarisierten Strahl resultiert, diesmal aber um 90 ◦ phasenverschoben.
Ein zweiter Polarisator P2, welcher senkrecht zum Polarisator P1 orientiert ist (Abbil-
dung A.1 - c), la¨sst nur Licht hindurch, welches 90 ◦ phasenverschoben ist. Lichtstrahlen
mit mehreren Reflexionen weisen dadurch eine sta¨rke Phasenverschiebung auf und
ko¨nnen den Polarisator P2 nicht passieren [66, 67].
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Wie in Abbildung A.1 - d und A.2 zu erkennen ist, besteht eine Periodizita¨t zwischen
Auslo¨schung und Versta¨rkung und demzufolge in den Intensita¨tswerten. Bedingt durch
Gleichung A.5 ko¨nnen bei Objekten, die einen Abstand gro¨ßer als ∆h zur Oberfla¨che
aufweisen, die Ho¨henwerte nicht mehr eindeutig zugeordnet werden (Abbildung A.2 - a).
Abhilfe schafft die Einfu¨hrung einer zweiten Wellenla¨nge. Dadurch lassen sich die Inten-
sita¨ten der einzelnen Wellenla¨ngen eindeutig einer Ho¨he zuordnen (Abbildung A.2 - b).
Außerdem kann durch dieses Verfahren eine Unbestimmtheit in der konstanten Phasen-
verschiebung δ (Gleichung A.1) eliminiert werden [68].
(a) (b)
Abbildung A.2: a: Mo¨glichkeiten der Zuordnung eines Intensita¨tswertes (2) zu verschiede-
nen Ho¨hen; b: Eindeutige Zuordnung bei zwei vorhandenen Intensita¨tswer-
ten (2, ◦) unterschiedlicher Wellenla¨ngen
Anpassung der RICM-Methode fu¨r die Auswertung
Fu¨r die Zuordnung der Helligkeitswerte der RICM-Aufnahmen der Endothelzellen muss-
ten die theoretischen Kurven der einzelnen Wellenla¨ngen erstellt werden (Prinzipskizze
der Ermittlung der theoretischen Kurven und der Bestimmung des Abstands zur Sub-

















Dazu wurden die Parameter der von Ra¨dler et al. [68] erstellten Gleichung A.6 ange-
passt und empirisch ermittelt. Dabei sind nM der Brechungsindex des Mediums (1,33;
siehe Abbildung A.1 - b), λ die Wellenla¨nge, NA die nummerische Apertur, I die Inten-
A Anlagen VII
sita¨t und h der dazugeho¨rige Abstand der Oberfla¨che zum Substrat. Fu¨r die Bestimmung
der Parameter der Gleichung A.6 wurden am Mikroskop aufgenommene RICM-Bilder
von Kugeln, die auf der Oberfla¨che auflagen herangezogen. Mittels Kugeldurchmesser
und der Kreisgleichung (y =
√
r2 − (x− xm)2 + ym, wobei, r den Radius der Kugel,
xm, ym die Koordinate des Mittelpunktes der Kugel [da die Kugel direkt auf der y-Achse
des Koordinatensystem liegt ist ym = r] und y die Ho¨henkoordinate darstellt) konnte das
Ho¨henprofil der Kugel errechnet werden. Die so errechneten Ho¨hen wurden gegen die
Intensita¨tswerte der Kugel aufgetragen. Durch manuelle Anpassung von sin2 α
2
wurde
die theoretische Intensita¨t-Ho¨hen-Kurve der aus den Kugelbildern gewonnenen Kurve
angepasst und so die Wertetabelle (Tabelle A.2) fu¨r das Matlab-Programm erstellt.
Die empirische Ermittlung von sin2 α
2
ergab 0,14 und wurde fu¨r alle Wellenla¨ngen gleich
eingesetzt.
Die mittels Matlab gewonnen Intensita¨ten der RICM-Aufnahmen von zwei Wel-
lenla¨ngen wurden als Parameterplot Pixel fu¨r Pixel gegeneinander in die theoretischen
Kurven eingetragen (Abbildung A.3). Mit Hilfe der Wertetabelle Tabelle A.2 wurde der
Abstand zur Oberfla¨che der am ha¨ufigsten auftretenden Bildhelligkeiten bestimmt.
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Abbildung A.3: Prinzipskizze der RICM-Auswertung
A Anlagen IX
Tabelle A.2: Wertetabelle fu¨r die RICM-Auswertung
Intensita¨t∗ Abstand zur Oberfla¨che [nm]
λ=490 nm λ=555 nm λ=635 nm
1 0 0 0
2 16 18 20
3 22 25 29
4 27 31 35.5
5 31. 5 36 41
6 35.5 40.5 46.5
7 39.5 45 51.5
8 43 49 56
9 46.5 53 60.1
10 50 57 65
11 53 61 69.5
12 57 64.5 74
13 60.5 68.5 78.5
14 64 73 83.5
15 68 77 89
16 72 81.5 93.5
17 76 87.5 99
18 81 92 105
19 86.5 98 113.5
20 95 107 124
∗ auf Werte zwischen 1 und 21 normiert
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A.4 Matlab-Programm fu¨r die RICM-Auswertung
disp(’ ’);
clear; %L\"{o}schen Workspace
t=201; %Anzahl werte der H\"{o}henreferenzlinie
a=20; % Anzahl der Werte in den Wertetabellen
b=2; diagrammFT=zeros(21,21); diagrammTC=zeros(21,21);
%Anzahl der auszuwertenden Bilder pro Oberfl\"{a}che

















































[werteC, count] =fscanf(wertecy5,’%g %g’,[b a]); % matrix
status=fclose(wertecy5);
werteCa=permute(werteC,[2 1]);
%Errechnen aus dem H\"{o}henprofil die Lage der Maxima




[k,e] = find(diagrammFT > z10FT);





[o,p] = find(diagrammTC > z10TC);







E = werteFa(e1, :);












O = werteCa(o1, :);















F = werteFa(f1, :);















Q = werteCa(q1, :);
















YFTb = [YFT; YFTa];
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Y = [YFTb YTC];
else
YTCa = zeros(s,3);
YTCb = [YTC; YTCa];







ZFTb = [ZFT; ZFTa];
Z = [ZFTb ZTC];
else
ZTCa = zeros(s,3);
ZTCb = [ZTC; ZTCa];
Z = [ZFT ZTCb];
end
breite2 = [breite2FT breite2TC];





fprintf(dateinamebreite, ’ %d %d %d %d %d %d\n’, Y’);
fprintf(dateinamemax, ’%s\n’, file);
fprintf(dateinamemax, ’%d %d %d %d %d %d\n’, Z’);






[datenxb, count] =fscanf(datenfilexa,’%g’,[t]); % matrix
status=fclose(datenfilexa); datenfileya=fopen([’TRITC.txt’],’r’);
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[datenyb, count] =fscanf(datenfileya,’%g’,[t]); % matrix
status=fclose(datenfileya); datenfileza=fopen([’CY5.txt’],’r’);




























1. Endothelzellen (HUVECs) adha¨rieren und proliferieren auf mit Fibronektin bio-
funktionalisierten Maleinsa¨ureanhydrid-Copolymeroberfla¨chen.
2. Extrazellula¨re Matrixproteine, wie Fibronektin, Kollagen Typ IV oder Vitronektin,
werden von den Zellen produziert und sezerniert.
3. Fibronektin, Kollagen Type IV und Vitronektin werden in die Fibronektinnetz-
werke eingebaut.
4. Die Oberfla¨chencharakteristik der Substratoberfla¨chen, z. B. die Hydrophobie, be-
einflusst Quantita¨t und Struktur der extrazellula¨ren Matrix.
5. Quantita¨t und Struktur der extrazellula¨ren Matrix ha¨ngen zusa¨tzlich von der in-
itialen Fibronektinkonzentration ab.
6. Eine hohe initial angebundene Fibronektinkonzentration fu¨hrt zu einem dichten
Fibronektinnetzwerk nach 5 Tagen Zellkultur. Dabei ist die Struktur der Netzwerke
auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) kompakter und dichter, als auf den
hydrophilen Oberfla¨chen (PP-MSA, PE-MSA).
7. Eine geringe initial kovalent angebundene Fibronektinkonzentration verursacht ei-
ne geringere Fibronektinmenge und eine lockereres und dreidimensionales Fibro-
nektinnetzwerk nach 5 Tagen Zellkultur. Dabei nimmt die Menge des Fibronektins
und die Komplexita¨t der Netzwerke mit abnehmender Hydrophobie ab.
8. Auf allen getesteten Fibronektinkonzentrationen (50 ng/cm2, 100 ng/cm2,
500 ng/cm2) bilden die Endothelzellen nach 5 Tagen Zellkultur einen dichten Zell-
rasen aus ohne signifikante Unterschiede in der Zellzahl.
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9. Die α5 Integrinkette vermittelt die Adha¨sion der Endothelzellen zum Fibronektin.
Dabei nimmt die Auspra¨gung der Integrinkette mit abnehmender resultierender
Fibronektinmenge ab.
10. Die αv Integrinkette ist nur auf den hydrophoben Oberfla¨chen (PO-MSA) an der
Adha¨sion der Endothelzellen beteiligt.
11. Auf den hydrophilen OF (PP-MSA, PE-MSA) mit einer geringen initial kovalent
angebundenen Fibronektinkonzentration zeigen die Endothelzellen ein natives, in
vivo a¨hnliches Verhalten und weisen nur einen losen Kontakt zur Substratober-
fla¨che auf. Die Stimulierung der Angiogenese zeigte auf diesen Oberfla¨chen die
besten Ergebnisse.
12. Dreidimensionale Zellkulturtra¨ger unterstu¨tzen die Angiogenese am wirkungsvolls-
ten unter den erwa¨hnten Bedingungen.
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